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1. UVOD 
 
Leta 2002 so izolirali in biokemijsko okarakterizirali dva nova proteina velikosti 15 kDa. Iz 
gobe bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus) so izolirali protein ostreolizin, iz gobe Agrocybe 
aegerita pa protein egerolizin (Berne in sod., 2002). V nadaljevanju so celotno družino 
proteinov poimenovali po slednjem in sicer kot družino proteinov egerolizini. Trenutno je v 
to družino vkljuĉenih veĉ kot 350 proteinov. Egerolizini so družina zelo podobnih proteinov, 
ki jih lahko najdemo v glivah in bakterijah ter tudi v rastlinah, protozojih, virusih in 
žuželkah (Butala in sod., 2017). Ĉeprav natanĉna biološka vloga egerolizinov še ni 
pojasnjena, je za njih znaĉilno, da imajo podobne molekulske mase (15 – 17 kDa), nizko 
izoelektriĉno toĉko in da so stabilni v širokem obmoĉju vrednosti pH. Kljuĉna znaĉilnost 
nekaterih egerolizinov je, da se specifiĉno vežejo na nekatere lipide, lipidne domene ali 
lipidne mešanice ter da v kombinaciji s proteini, ki imajo domeno MACPF (ang., membrane 
attack complex/perforin) tvorijo pore v membranah živih celic ali v modelnih lipidnih 
sistemih. Z uporabo egerolizinov kot specifiĉnih oznaĉevalcev v celiĉni in molekularni 
biologiji lahko pridobimo nove vpoglede v mikroheterogenost membranskih domen (Skoĉaj 
in sod., 2014). Za egerolizin ostreolizin A (OlyA), ki je izoliran iz bukovega ostrigarja, je 
bilo najprej pokazano, da se specifiĉno veže na kombinacijo holesterola (HOL) in 
sfingomielina (SM) (Sepĉić in sod., 2004), kasneje pa so pokazali, da se s 1000-krat višjo 
afiniteto veže na kombinacijo ceramidfosfoetanolamina (CPE) in HOL (Bhat in sod., 2015). 
Egerolizin nigerolizin A2 (NigA2), ki je bil izoliran iz plesni Aspergillus niger, se za razliko 
od OlyA ne veže na lipidno mešanico SM/HOL, temveĉ specifiĉno prepozna izkljuĉno 
kombinacijo CPE/HOL (Novak in sod., 2019). Zaradi visoke afinitete do lipidnih mešanic 
SM/HOL oziroma CPE/HOL se lahko fluorescenĉno oznaĉena egerolizina uporabita kot 
specifiĉna oznaĉevalca membran (Skoĉaj in sod., 2014; Novak in sod., 2019; Panevska, in 
sod., 2019). 
 
Leta 2017 so Oren in sodelovci objavili rezultate raziskave, kjer so na celicah HIB-1B 
rjavega mašobnega tkiva pokazali, da rekombinantni protein OlyA povzroĉi kopiĉenje 
lipidov v rjavih preadipocitih. Glede na te rezultate nas je zanimalo, ali bi lahko imeli 
egerolizini enak ali podoben uĉinek tudi na kvasovke. Kot modelni organizem za izražanje 
rekombinantnih proteinov OlyA in Nig A2 smo uporabili obiĉajno kvasovko Saccharomyces 
cerevisiae, ki je primeren eksperimentalni organizem za prouĉevanje lipidov. Zaradi 
podobnosti v celiĉni organizaciji lahko S. cerevisiae služi kot model za veĉceliĉne 
evkarionte, hkrati pa je veliko znanega o njenem metabolizmu lipidov. Nenazadnje je njena 
prednost tudi ta, da obstaja razpoložljivo celotno zaporedje genoma kvasovke, ki je 
zagotovilo možnost za identifikacijo genskih homologij med obiĉajno kvasovko in višjimi 
evkarionti (Daum in sod., 1998). 
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1.1 NAMEN DELA 
 
(i) Ugotoviti, ali se rekombinantna egerolizina OlyA in NigA2 lahko izražata v 
obiĉajni kvasovki Saccharomyces cerevisiae. 
 
(ii) Ugotoviti, ali izbrana egerolizina vplivata na poveĉano kopiĉenje nevtralnih 
lipidov v celicah obiĉajne kvasovke. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
(i) Egerolizina OlyA in NigA2 lahko v celicah S. cerevisiae izražamo kot topna 
proteina. 
(ii) Egerolizina OlyA in NigA2 v celicah obiĉajne kvasovke povzroĉita kopiĉenje 
nevtralnih lipidov v obliki lipidnih kapljic. 
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2. PREGLED OBJAV 
2.1 Kvasovke 
 
Kvasovke so enoceliĉni evkariontski organizmi, ki jih uvršĉamo v kraljestvo gliv. So 
polifiletska skupina organizmov, kar pomeni, da jih ne moremo uvrstiti v eno samo 
taksonomsko ali filogenetsko skupino (Kurtzman, 1994). Kvasovke uvršĉamo v dve loĉeni 
debli in sicer med zaprtotrosnice (Ascomycota) in prostotrosnice (Basidiomycota). Ĉeprav 
rastejo tipiĉno kot posamezne celice, nekatere izkazujejo dimorfizem, ki se kaže v 
filamentozni morfologiji (Boulton, 2013). Naravni izolati kvasovk so po velikosti zelo 
razliĉni, kar je odvisno predvsem od posamezne vrste in okolja. Povpreĉen premer kvasovk 
je sicer 3 – 4 µm, nekatere pa zrastejo tudi do 40 µm (Walker in sod., 2002). Razmnožujejo 
se nespolno s cepitvijo ali z brstenjem. Kvasovke, ki so sposobne tvoriti brste, smatramo za 
»prave kvasovke« in so klasificirane v red Saccharomycetales (Boulton, 2013). Zaradi tega 
se termin »kvasovka« pogosto uporablja kot sinonim za vrsto Saccharomyces cerevisiae 
(Kurtzman, 1994). 
 
Kvasovka S. cerevisiae, ki jo imenujemo tudi obiĉajna kvasovka, je v zadnjih desetletjih 
postala pomemben evkariontski modelni organizem za preuĉevanje celiĉne delitve, 
podvojevanja DNA, zvijanja proteinov, znotrajceliĉnega transporta in metabolizma. Pri 
evkariontih so našteti procesi evolucijsko zelo dobro ohranjeni in podobni, kar je razlog, da 
je raziskovanje osnovnih biokemijskih zakonitosti pri obiĉajni kvasovki dobilo pomen tudi 
iz stališĉa raziskovanja biologije ĉloveka (Fields in Johnston, 2005). 
  
2.2 Genom kvasovke S. cerevisiae 
 
Genom kvasovke S. cerevisiae je leta 1996 postal prvi evkariontski genom, ki je bil v celoti 
poskeveniran. Približno 12 milijonov baznih parov genomske DNA je razdeljeno na 16 
kromosomov. Gostota genov, ki kodirajo proteine v genomu kvasovke S. cerevisiae, je 
relativno visoka (en gen na približno vsakega 2 kilo baznega para), kar je približno 50-krat 
veĉja genska gostota kot pri ĉloveškem genomu. Visoka gostota genov je delno pojasnjena z 
relativno nizkim številom genov, ki vsebujejo introne (približno 4 % vseh genov). Do danes 
je bilo odkrito 5178 bralnih okvirjev, ki kodirajo za proteine, in 786 tako imenovanih 
»dvomljivih bralnih okvirjev«, za katere ni priĉakovano, da bi kodirali za proteine (Duina in 
sod., 2014). 
 
Nekodirajoĉi geni, ki so prisotni v genomu kvasovke S. cerevisiae, vkljuĉujejo tiste bralne 
okvirje, ki se prepišejo v molekule RNA ali so vkljuĉeni v proces prevajanja DNA v protein. 
To so geni za tRNA (ang., transfer RNA,) in rRNA (ang., ribosomal RNA), ki so prisotni v 
tandemskem nizu v 100 – 200 kopijah na kromosomu XII. Med nekodirajoĉe gene se 
prišteva tudi gene, ki kodirajo male jedrne RNA (ang., snRNA – small nuclear RNA) in 
gene, ki kodirajo male nukleolarne RNA, ki omogoĉajo kemiĉne modifikacije razliĉnih 
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molekul RNA (ang., snuRNA – small nucleolar RNA). Odkriti so bili tudi dodatni genomski 
elementi, ki regulirajo prepisovanje genov v bližini in sicer preko regulirane transkripcije 
nekodirajoĉih RNA (Duina in sod., 2014). 
 
2.3 Lipidi kvasovke S. cerevisiae 
 
Kvasovka S. cerevisiae je dober eksperimentalni model za prouĉevanje celiĉnih, 
molekularnih in biokemiĉnih vidikov sinteze lipidov. Veĉina, vendar ne vsi geni, ki kodirajo 
encime, vkljuĉene v sintezo lipidov, so bili klonirani in številni genski produkti so bili 
funkcionalno karakterizirani. Manj informacij je na voljo o genih in genskih produktih, ki 
uravnavajo transport lipidov med organeli in membranami, promet in razgradnjo 
kompleksnih lipidov, uravnavajo biosintezo lipidov in povezujejo metabolizem lipidov z 
drugimi celiĉnimi procesi. Podobno kot pri veĉceliĉnih evkariontih je sinteza lipidov pri 
kvasovkah urejena na transkripcijski ravni. Ĉeprav so nekatere lipide, kot sta fosfatidilholin 
in fosfatidilinozitol, dokazali v vseh znotrajceliĉnih membranah, je po drugi strani znano da 
razliĉne celiĉne membrane nimajo enake lipidne sestave. Kardiolipin, steroli in sfingolipidi 
so veĉinoma omejeni na specifiĉne celiĉne razdelke, kar pomeni, da za njih veljajo strožji 
mehanizmi znotrajceliĉnega transporta in prometa. Zanimivo je, da so celice obiĉajne 
kvasovke presenetljivo prožne in tolerantne na spremembe v svoji lipidni sestavi, vsaj v 
laboratorijskih pogojih, zaradi ĉesar so raziskave o transportu lipidov in sestavi v celiĉnih 
membran še bolj zapletene (Daum in sod., 1998). 
 
2.4 Prednosti uporabe kvasovke kot modelnega organizma 
 
Gensko spreminjanje in rokovanje s kvasovko S. cerevisiae je precej enostavno. Celice se 
hitro delijo (v optimalnih pogojih je generacijski ĉas 80 min), rastejo lahko na razmeroma 
poceni gojišĉih, selekcijo rekombinantnih kvasovk pa omogoĉajo avksotrofni markerji ali 
geni, ki posredujejo odpornost proti antibiotikom (Duina in sod., 2014). Velika prednost 
kvasovk, v primerjavi z bakterijami, je tudi ta, da imajo z gledišĉa humane genetike 
ohranjene številne gene, genetske in proteinske interakcije ter signalne poti (Chang in sod., 
2012). 
 
2.5 Kvasovke v biotehnologiji 
 
Ĉloveštvo uporablja kvasovke že tisoĉletja in sicer za prehranske in fermentacijske procese. 
Tradicionalno se kvasovke uporablja za proizvodnjo alkoholnih pijaĉ, biomase in glicerola. 
Kvasovka S. cerevisiae je danes opisana kot najbolj udomaĉen organizem ĉloveštva in je 
hkrati zelo uporabna v industriji. Število opisanih vrst kvasovk je okoli 1500 in le okoli 
ducat njih se uporablja v industrijskem obsegu. Le nizek delež, 70 do 80 vrst, izkazuje 
potencial v biotehnologiji. Kvasovke se v moderni dobi uporabljajo predvsem za 
heterologno proizvodnjo encimov in farmacevtskih proteinov. Imajo pomembno vlogo pri 
okolijskih aplikacijah, kot so bioremedijacija in odstranjevanje težkih kovin iz odpadnih 
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voda, ali v kmetijstvu kot biokontrolna sredstva. Kot biološki katalizatorji se lahko 
uporabljajo za proizvodnjo razliĉnih spojin, ki so proizvodi sekundarnega metabolizma, kot 
so arome, vitamini, antioksidanti, barve in ojaĉevalci okusov (Abbas, 2006). Uporaba 
gensko spremenjenih kvasovk je razširila obseg proizvodnje novih izdelkov, ki jih naravni 
izolati ne morejo proizvajati. Zaradi raznolikosti in potenciala vseh vrst kvasovk sta gojenje 
in uporaba kvasovk iz rodu Saccharomyces še vedno le vrh ledene gore. Predvideva se, da 
obstaja ogromen potencial, ki ga je treba še raziskati, kar bi vodilo v proizvodnjo dragocenih 
produktov in sicer z uporabo vrst kvasovk rodu Saccharomyces in drugih rodov (Türker, 
2014). 
  
2.6 Biološke membrane in lipidi 
 
Biološke membrane so sestavljene iz lipidov in proteinov ter predstavljajo 
dvodimenzionalne tekoĉinske strukture, ki omogoĉajo življenje, kot ga poznamo (Stillwell, 
2016). Membrane doloĉajo obliko celic, loĉijo celice od okolja ter s svojo selektivno 
prepustnostjo nadzorujejo, katere snovi v same celice vstopajo in izstopajo. Poleg tega 
nadzorujejo pretok sporoĉil med celicami s pošiljanjem, sprejemanjem in obdelavo 
informacij v obliki biokemiĉnih in elektriĉnih signalov (Watson, 2015). Lipidi, ki so kljuĉni 
gradniki membran, so skupina bioloških molekul, ki jih druži lastnost, da so relativno 
netopni v vodi in hkrati dobro topni v organskih topilih. Lipide lahko loĉimo glede na 
polarnost. Polarni lipidi, ki so poglavitna sestavina celiĉnih membran, so v veliki meri 
odgovorni za strukturno in funkcionalno podobnost vseh bioloških membran (Stillwell, 
2016). Kljub temu, da so lipidi, na podlagi strukture, razdeljeni na osem glavnih kategorij 
(Fahy in sod., 2010), smo se v okviru magistrske naloge osredotoĉili predvsem na štiri 
skupine in sicer sterole, sfingolipide, glicerofosfolipide in triacilglicerole. 
 
2.6.1 Holesterol 
 
Steroli so pomembne sestavine celiĉnih membran gliv, živali in rastlin. Pri prokariontih niso 
prisotni, saj njihove membrane namesto sterolov vsebujejo hopanoide. Pri živalih je glavni 
sterol HOL, pri glivah ergosterol in pri rastlinah β-sitosterol (Stillwell, 2016). V celiĉnih 
membranah HOL deluje kot lepilo in jih s tem naredi mehansko bolj odporne. Od vseh 
vretenĉarskih membran ima najbolj specifiĉno sestavo plazemska membrana, za katero je 
znaĉilna visoka vsebnost HOL. Plazemske membrane so obogatene tudi s sfingolipidi, ki 
skupaj s HOL omogoĉajo njihovo veĉjo stabilnost in boljšo odpornost na mehanski stres 
(Kawai in sod., 1974; Brasitus in Schachter, 1980; Simons in van Meer, 1988). 
Eksperimentalne študije kažejo, da HOL hkrati poveĉa debelino lipidnega dvosloja in togost 
samih membran, kar sta kljuĉna parametra za interakcijo z membranskimi proteini (Simons 
in Sampaio, 2011). Eksperimentalni podatki kažejo, da prisotnost HOL v membranah 
omogoĉa specifiĉno sortiranje proteinov, kar je pomembno za tvorbo lipidnih raftov 
(Stillwell, 2016). 
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2.6.2 Ergosterol 
 
Glavni sterol pri gljivah je ergosterol (ERG), ki je konĉni produkt biosintetske poti sterola 
kvasa in enakovreden holesterolu sesalcev (Henneberry in Sturley, 2005; Nielsen, 2009, 
Weete in sod., 2010). Zaviranje sinteze ergosterolov vodi do nastanka nenormalnih 
membran micelija gljiv (Baloch in sod., 1984). Koncentracija sterola v celiĉnih organelih, je 
nizka, najvišjo koncentracijo pa zaznamo v plazemski membrani (Zinser in sod., 1993). 
 
Preglednica 1: Sterolna sestava celiĉnih membran S. cerevisiae (Zinzer in sod., 1993) 
Subceliĉne frakcije 
µg sterola/mg proteina organel 
Ergosterol Holesterol 
Plazemska membrana 400 NZ* 
Sekretorni vezikli 384 NZ 
Zunanja membrana mitohondrij 6,0 2,2 
Notranja membrana mitohondrij 25 0,4 
Vakuole 49 NZ 
*NZ – ni zaznano 
 
Veĉ raziskav nakazuje na to, da ERG bistveno bolje ureja nasiĉene acilne verige 
fosfolipidov v primerjavi s HOL (Urbina in sod., 1995, Endress in sod., 2002, Bernsdorff in 
sod., 2003). Czub in Baginski (2006) sta z uporabo metode netopnosti detergentov ugotovili, 
da v plazemskih membranah S. cerevisiae obstajajo lipidni rafti, ki vsebujejo ERG. Rezultati 
raziskave Czub in Baginski (2006) kažejo, da ima lahko ERG, v primerjavi s HOL, 
primerljiv uĉinek na mehanske lastnosti bioloških membran. 
 
2.6.3 Sfingomielin 
 
Sfingomielin (SM) je kljuĉen sfingolipid v vretenĉarskih celiĉnih membranah (Ohanian J. in 
Ohanian V., 2001). Poleg strukturnih vlog v samih celiĉnih membranah, delujejo nekateri 
njegovi metaboliti, vkljuĉno s ceramidom, sfingozinom in sfingozin-1-fosfatom, kot 
signalne molekule, ki sodelujejo pri uravnavanju rasti celic, diferenciaciji, staranju in 
apoptozi (Bartke in Hannun, 2009). Ogrodje sfingolipidov sestavlja aminoalkohol sfingozin. 
Sfingolipidi, ki imajo na polarnih glavah vezane sladkorje, imenujemo glikosfingolipidi, ki 
na primer pri ljudeh doloĉajo krvne skupine. Mutacije v specifiĉnih encimih, ki so vpleteni v 
metabolizem sfingolipidov, so lahko vzrok za številne neozdravljive bolezni, ki vplivajo 
predvsem na delovanje lizosomov. Med te bolezni prištevamo Tay-Sachsovo, Gaucherjevo 
in Niemann-Pickovo bolezen (Stillwell, 2016). Sfingolipidi vsebujejo, v primerjavi z 
glicerofosfolipidi, daljše in bolj nasiĉene acilne verige, s ĉimer se favorizira interakcija s 
HOL (Lingwood in Simons, 2010). Najpogostejši vretenĉarski sfingolipid je SM, ki ga v 
rastlinah in bakterijah ne najdemo (Stillwell, 2016). Sfingomielin in ostali sfingolipidi so 
skupaj s HOL kljuĉne sestavine lipidnih raftov v plazemskih membranah sesalskih celic. 
Lipidni rafti so vkljuĉeni v številne celiĉne procese, kot so sortiranje membran, prenos 
signala in polarizacija celic (Giocondi in sod., 2004). 
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2.6.4 Lipidni rafti 
 
Hipoteza o lipidnih raftih predpostavlja, da interakcija med sfingolipidi, steroli in 
specifiĉnimi proteini daje celiĉnim membranam potencial za lateralno segregacijo. Lipidni 
rafti so definirani kot dinamiĉne, urejene lipidne domene, obogatene s sfingolipidi in HOL 
(Lingwood in Simons, 2010). Holesterol je relativno majhna, nepolarna molekula, ki lahko 
zapolni prostor med acilnimi verigami sfingolipidov (Giocondi in sod., 2004), kar vodi v 
nastanek lipidnih mikrodomen v modelnih in bioloških membranah (Pralle in sod., 2000; 
London, 2005). Lipidni rafti oblikujejo t.i. tekoĉo-urejeno fazo (L0), ki je, v primerjavi s 
tekoĉe-neurejeno fazo (Ld), bolj odporna na raztapljanje z detergenti (London, 2005). 
Takšno sortiranje daje veĉjo urejenost in togost v primerjavi z membranami z drugaĉno 
sestavo (Giocondi in sod., 2004). Lipidni rafti imajo kljuĉno vlogo v številnih celiĉnih 
procesih, kot so prenos signalov, membranski transport, vstop patogenov in pritrditev 
razliĉnih ligandov (Simons in Ikonen, 1997; Simons in Toomre, 1997; Ikonen, 2001; Edidin, 
2003). Ker so lipidni rafti majhne in kratko živeĉe strukture, jih je zelo težko opazovati. 
Nekateri fluorescenĉno oznaĉeni in kemijsko modificirani proteini z afiniteto do sestavin 
lipidnih raftov so bili predlagani kot morebitni markerji za rafte. Ti oznaĉevalci ne 
prepoznajo le lipidnih komponent, ki so obogatene v raftih, ampak tudi specifiĉno zaznajo 
njihovo porazdelitev. Primera takih molekul sta toksina lizenin, ki prepozna membranske 
domene obogatene s SM, in perfringolizin O, ki se veže na HOL v lipidnih raftih (Ishitsuka 
in sod., 2005; Kiyokawa in sod., 2005). Fluorescenĉni fuzijski derivati egerolizinov so se 
prav tako izkazali za koristne molekule pri sledenju teh domen v živih sesalskih celicah. Za 
fluorescenĉno oznaĉen OlyA (OlyA-mCherry) je bilo pokazano, da oznaĉi specifiĉne 
membranske domene, obogatene s SM in HOL v živih epitelnih celicah ledvic koker 
španjela (MDCK) (Skoĉaj in sod., 2014). 
 
2.6.5 Nevtralni lipidi 
 
Nevtralni lipidi so definirani kot hidrofobne molekule brez nabitih skupin. V kvasovkah 
sestavljajo veĉji del nevtralnih lipidov triacilgliceroli (TAG) in sterolni estri (Athenstaedt, 
2010). Triacilgliceroli so estri, sestavljeni iz glicerola in treh mašĉobnih kislin (Edidin, 
2003). Predstavljajo glavne sestavine telesne mašĉobe pri ljudeh in drugih vretenĉarjih, ter 
pri rastlinah (IUPAC-IUB, 1978).  
 
Sterolni estri so heterogena skupina kemiĉnih spojin. Nastanejo, ko se hidroksilna skupina 
sterola in mašĉobne kisline podvrže reakciji esterifikacije (Lampe in sod., 1983). Pokazalo 
se je, da so steroli esterificirani pretežno z nenasiĉenimi mašĉobnih kislinami, ki vsebujejo 
16 ali 18 ogljikovih atomov (Bailey in Parks, 1975). Triacilgliceroli in sterolni estri tvorijo 
glavni del skladišĉnih lipidov v kvasovkah, ki se tvorijo, ko se celice preskrbijo s presežkom 
hranil. Te molekule služijo kot shramba za sterole, diacilglicerole in mašĉobne kisline, ki se 
uporabljajo kot gradniki za tvorbo membran ali za proizvodnjo energije (Athenstaedt, 2010). 
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Ker se nevtralni lipidi ne vgradijo v biomembrane, se ti lipidi shranijo v tako imenovanih 
lipidnih kapljicah. Lipidne kapljice so sestavljene iz hidrofobnih jeder (TAG in sterolni 
estri) in so obkrožene z monoslojem polarnih fosfolipidov, na katero so pritrjeni številni 
proteini. Razmerje med TAG in sterolnimi estri v lipidnih kapljicah se razlikuje ne le med 
razliĉnimi življenjskimi kraljestvi, ampak tudi med razliĉnimi vrstami kvasovk (Athenstaedt, 
2010). 
 
2.6.6 Ceramid fosfoetanolamin 
 
Ceramid fosfoetanolamin je glavni sfingolipid pri nevretenĉarjih in pri nekaterih vrstah 
bakterij. Odkrili so ga tudi v membranah celic sesalcev, a le v sledovih. Biofizikalne in 
fiziološke lastnosti CPE niso natanĉno znane, poslediĉno je še vedno odprto vprašanje 
njegove biološke vloge (Panevska in sod., 2019). Ceramid fosfoetanolamin je analog SM. V 
polarni glavi CPE najdemo fosfoetanolaminom, za razliko od fosfoholina, ki ga najdemo v 
polarni glavi SM. Podobno kot pri SM so tudi pri CPE acilne verige tipiĉno nasiĉene, kar 
omogoĉa tesno pakiranje. Zaradi moĉne vodikove vezi med molekulami CPE je interakcija 
med CPE in HOL šibkejša od tiste med SM in HOL. Poslediĉno CPE ne oblikuje lipidnih 
domen s HOL (Panevska in sod., 2019). 
 
2.7 Egerolizini 
 
Proteini, vkljuĉeni v naddružino egerolizinov, imajo razliĉne domnevne biološke vloge, kot 
so obramba in napad, razvoj organizma in celiĉna adhezija ter signalizacija (Ota in sod., 
2014). Prva odkrita in izolirana egerolizina sta bila Asp-hemolizin iz plesni Aspergillus 
fumigatus in pleurotolizin (Ply) iz bukovega ostrigarja, za katera je bilo pokazano, da sta 
hemolitiĉna. Kasneje je bilo ugotovljeno, da obstajajo sorodni proteini tudi v drugih glivah. 
Dejstvo, da so egerolizini neenakomerno razporejeni med sorodnimi vrstami, nakazuje na to, 
da se ti geni najverjetneje horizontalno prenašajo. Raziskave so pokazale, da se egerolizini iz 
gliv specifiĉno vežejo na kombinacijo HOL in SM ali HOL in CPE ( Berne in sod., 2009; 
Butala in sod., 2017; Panevska in sod., 2019). 
 
Egerolizini so relativno majhni (15-20 kDa), β-strukturni proteini, ki imajo nizko 
izoelektriĉno toĉko in jih najdemo v razliĉnih kraljestvih. Njihova biološka vloga ni 
natanĉno znana, predvideva pa se, da naj bi imeli vlogo pri procesih, kot so modulacija 
bakterijske sporulacije, virulenca in brstenje pri glivah. Tipiĉna znaĉilnost egerolizinov je, 
da se vežejo in prepoznajo specifiĉne lipide, lipidne domene ali lipidne mešanice v 
membranah živih celic in v umetnih lipidnih sistemih. Poleg tega je za mnoge egerolizine 
znaĉilno, da v kombinaciji s proteinskim partnerjem B, ki vsebuje domeno MACPF/CDC, 
delujejo kot biokomponentni citolizni (tvorijo pore), zaradi ĉesa so uvršĉeni v skupino 
porotvornih proteinov (Butala in sod., 2017). Poroĉali so tudi, da se egerolizine lahko 
uporablja kot oznaĉevalce specifiĉnih membranskih lipidov in kot biooznaĉevalce 
membranskih raftov. Hkrati pa se lahko protitelesa, izdelana proti egerolizinom, uporabljajo 
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kot imuno-diagnostiĉna orodja (Berne in sod., 2009). Raziskave kažejo da se egerolizine 
lahko pripravi kot fuzijske proteine z drugimi molekulami, ki jih poslediĉno lahko 
dostavimo v zgodnje endosome in v pozne kaveolarne razdelke (Skoĉaj in sod., 2014). 
 
2.7.1 Ostreolizin A 
 
OlyA je predstavnik družine egerolizinov, ki se specifiĉno izraža v primodijah in plodnih 
telescih bukovega ostrigarja (Vidic in sod., 2005). V kombinaciji s proteinskim partnerjem 
PlyB, tvori OlyA pore v membranah evkariontskih celic in v lipidnih veziklih, pripravljenih 
iz celokupnih membranskih lipidov, ki vsebujejo SM in HOL. Ugotovili so da je vezava na 
lipidne monosloje in dvosloje ter permeabilizacija lipidnih veziklov posebej odvisna od 
prisotnosti HOL in SM. Sfingomielin se lahko sicer nadomesti z nasiĉenim 
dipalmitoilfosfatidilholinom, kar pa povzroĉa zmanjšano membransko aktivnost OlyA 
(Sepĉić in sod., 2004). 
 
2.7.2. Nigerolizin A2 
 
Na podlagi aminokislinskega zaporedja egerolizinov OlyA in Asp-hemolizina ter proteina z 
domeno MACPF, PlyB, so v plesni A. niger identificirali dve nukleotidni zaporedji, ki naj bi 
kodirali za homologa egerolizinov in sicer NigA1 in NigA2 ter dve zaporedji, ki naj bi 
kodirali za homologa proteina z domeno MACPF, PlyB, in sicer NigB1 in NigB2. V skladu 
s poimenovanjem že opisanih dvokomponentnih proteinov gob iz rodu Pleurotus so te 
predvidene homologe pri A. niger poimenovali z novim imenom nigerolizin (Nig), ki so mu 
dodali ustrezno ĉrkovno (A za egerolizin, B za protein z domeno MACPF) in številĉno 
oznako (1 ali 2) (Novak in sod., 2019). 
 
Egerolizin NigA2 je 16 kDa velik protein. Fluorescenĉno oznaĉen NigA2 je bil opažen v 
citoplazmi mladih in starih hif, v ĉasu sporulacije v sporah in konidioforih. Izražanje genov 
za NigA1 in NigA2 je najveĉje med pojavom prvih hif, ki proizvajajo konidiofore. V ĉasu 
moĉne sporulacije pa priĉne izražanje upadati (Novak, 2016). Raziskave vezave NigA2 na 
liposome kažejo, da se rekombinantni NigA2 veže na liposome s sestavo CPE:HOL (1:1), 
vendar v njih ne tvori por. NigA2 se ne veže na liposome, sestavljene iz CPE:POPC (1:1), 
SM:HOL (1:1) in POPC:HOL (1:1) (Novak in sod., 2019).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Soldat M. Vpliv egerolizinov na fiziologijo celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019       10 
 
 
 
2.8  Biološki uĉinki egerolizinov 
 
2.8.1 Hemolitična aktivnost 
 
Ko so izolirali prvi egerolizin (Asp-hemolizin), so opazili, da tvori pore v membranah 
eritrocitov in da povzroĉi hemolizo s koloidno-osmotskim mehanizmom. Prve raziskave z 
uporabo elektronskega mikroskopa so v nadaljevanju pokazale, da omenjeni hemolizin 
dejansko tvori pore na površini membran eritrocitov. Agregacija proteina na površini 
membrane in inhibicija hemolize z uporabo osmotskih zašĉitnikov razliĉnih molekulskih 
mas je bila kasneje potrjena tudi za ostreolizin (OlyA) in pleurotolizin A (PlyA), a je bilo še 
kasneje ugotovljeno, da sta bila nativna proteina kontaminirana s komponento B (PlyB), kar 
je vodilo v hemolitiĉno aktivnost. Optimalni pH vrednosti za vezavo Olya na membrane 
eritrocitov in za njihovo permeabilizacijo se ne prekrivata popolnoma. Optimalna vrednost 
pH za vezavo egerolizinov na tarĉne membrane je med pH vrednostjo 5 in 7, maksimalna 
hemoliza pa se zgodi pri pH vrednosti med 7 in 8. Egerolizini sicer obdržijo svojo aktivnost 
v širokem obsegu pH vrednosti (3,5 -10,5) (Berne in sod., 2009). 
 
Vezava OlyA na lipidne membrane korelira z zvišanjem intrinziĉne fluorescence triptofana 
in deleža α-vijaĉnic proteina, kar kaže na to, da vezava na lipidni dvosloj membran povzroĉi 
nadaljnje konformacijske spremembe, potrebne za vstavitev in tvorbo por (ob dodatku 
komponente B). Litiĉna aktivnost Asp-hemolizina se lahko prekine z dvovalentni ioni, kot 
so Hg
2+
, Cu
2+
, Fe
2+
 in Pb
2+. Z dodatkom β-merkaptoetanola ali cisteina se hemolitiĉna 
aktivnost lahko povrne. Podobno inhibicijo hemolitiĉne aktivnosti z Hg2+ in Fe2+ so 
ugotovili tudi za OlyA (ob dodatku komponente B). Zanimiva znaĉilnost egerolizinov (ob 
dodatku komponente B) je razliĉna liza eritrocitov iz posameznih živali, kar je najverjetneje 
posledica razliĉne vsebnosti SM in HOL v teh membranah (Berne in sod., 2009). 
 
2.8.2 Permeabilizacija lipidnih veziklov 
 
Litiĉni proces mnogih porotvornih proteinov se zaĉne s prepoznavanjem posebne 
membranske komponente. Litiĉna aktivnost egerolizina (ob dodatku komponente B) se po 
inkubaciji s ĉistimi sfingolipidi ali glicerofosfolipidi ali HOL ne spremeni. Podobno tudi 
liposomi, ki so bili pripravljeni iz jajĉnega fosfatidilholina v kombinaciji z razliĉnimi 
drugimi lipidi, niso zavrli hemolize (ob dodatku komponente B). Nasprotno pa so liposomi, 
sestavljeni iz SM in HOL v molskem razmerju 1:1, inhibirali vezavo in litiĉno aktivnost 
PlyA in OlyA (ob dodatku komponente B). Na podlagi tega poskusa in ustreznih kontrol, je 
bilo predlagano, da je PlyA specifiĉni SM-vezavni protein (Tomita in sod., 2004). 
 
Kasneje so pokazali, da je specifiĉna interakcija OlyA z liposomi iz SM in HOL posledica 
njegove vezave na s HOL obogatene membranske mikrodomene, kar predstavlja lipidne 
rafte v živih sistemih. Lipidne domene v takšnem fizikalnem stanju so bolj odporne na 
raztapljanje z detergenti, zaradi ĉesar se lipidne rafte pogosto imenuje kot membrane, ki so 
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odporne na detergente (DRM – ang.,detergent resistant membranes). Permeabilizacija 
liposomov s sestavo SM:HOL (1:1) z OlyA (ob dodatku komponente B) se je zgodila le nad 
30 mol% HOL. To je koncentracija, pri kateri HOL omogoĉa tvorbo tekoĉe urejene faze 
oziroma lipidne rafte. Zdi se, da OlyA SM ne prepozna direktno, temveĉ se veže na 
specifiĉne vzorce, ki jih tvorijo molekule HOL na površini bioloških membran (Sepĉić in 
sod., 2004). 
 
Ĉeprav OlyA ne more vezati ĉistega HOL, je ta sterol kljuĉen za njegovo membransko 
aktivnost. Na vezavo OlyA na tarĉne membrane vplivajo tudi lizofosfolipidi in sicer 
najverjetneje s spreminjanjem fizikalnih lastnosti membran, na primer s porazdelitvijo 
lipidov v tekoĉinsko urejene domene (Berne in sod., 2009). 
 
2.8.3 Interakcija egerolizinov s proteini MACPF 
 
Proteini z domeno MACPF (MACPF – ang., membrane attack complex/ perforin family) in 
od HOL odvisni citolizini (CDC – ang., cholesterol dependent cytolysins) tvorijo 
superdružino proteinov MACPF/CDC. Pri ljudeh imajo proteini iz te družine (perforin in 
proteini komplementa) kljuĉno vlogo pri imunski zašĉiti pred virusnimi in bakterijskimi 
patogeni ter pri odstranjevanju rakavih celic. Naravni partner proteinu OlyA z domeno 
MACPF je PlyB. OlyA in PlyB skupaj tvorita pore v membranah tarĉnih celic. Še nekaj let 
nazaj je veljalo, da nativna OlyA in njegova izooblika PlyA sama po sebi delata pore, a so z 
uporabo rekombinantne DNA tehnologije pokazali, da sta za tvorbe pore potrebni dve 
proteinski komponenti in sicer komponenta A (OlyA ali PlyA) in komponenta B (PlyB). 
OlyA in PlyA se vežeta na tarĉno membrano, kar preko alosteriĉnih sprememb omogoĉa 
vezavo komponente B na membrano in tvorbo pore. Nastala proteinska struktura je bila 
posneta z elektronsko mikroskopijo in ima 13-merno strukturo v obliki rozete, s centralnim 
lumnom, ki je premera 4–5 nm (Slika 1). Odprta transmembranska pora je selektivno 
prepustna za ione in manjše nevtralne molekule ter je vzrok za citolizo koloidno-osmotskega 
tipa (Lukoyanova in sod., 2015; Ota in sod., 2013). 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Elektronska mikroskopija 13-merne pore, v obliki rozete, sestavljene iz OlyA in PlyB na membranah 
lipidnih veziklov. Številke kažejo dimenzije v nm; Ota in sod., 2013. 
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2.8.4 Vloga egerolizinov pri razvoju glive 
 
Eksperimentalni rezultati kažejo, da imajo egerolizini pomembno vlogo v ciklu rasti 
organizma, ki jih proizvaja. Na primer, izražanje mRNA egerolizina Aa-Pri1 sovpada z 
razvojno stopnjo primordijev, ki predstavljajo embrionalno tkivo, iz katerega se razvije 
trosovnik. Z uporabo imunocitokemiĉnih metod so izvedli podrobno spremljanje izražanja 
OlyA in egerolizina v micelijih in plodnih telesih gob (P. ostreatus in A. aegerita) ter 
njegovo korelacijo z razvojnimi stopnjami gliv. Oba proteina sta bila zaznana v hitro 
rastoĉih primodijah, v bazidijih in bazidiosporah zrelih plodnih telesc, kar bi lahko 
nakazovalo na njihovo vlogo pri iniciaciji fruktifikacije in/ali sporulaciji. Njihovo 
pojavljanje v perifernih delih plodnih telesc in v lamelah kaže na to, da lahko sodelujejo pri 
diferenciaciji hif in tvorbi bazidijev in bazidiospor. Zadnjo hipotezo podpira ugotovitev, da 
se nekateri bakterijski egerolizinom-podobni proteini izražajo med sporulacijo. Zanimivo je 
tudi, da OlyA lahko izrazito inducira fruktifikacijo bukovega ostrigarja, tudi ĉe se izoliran 
protein nanese na površino micelija (Berne in sod., 2009). 
 
2.9 Vpliv egerolizinov na tvorbo lipidnih kapljic 
 
OlyA, preko vpliva na izražanje termogenina, pozitivno vpliva na indukcijo tvorbe lipidnih 
kapljic, poveĉano hitost celiĉnega dihanja in diferenciacijo rjavih adipocitov (Oren in sod., 
2017). Obe vrsti adipocitov (rjavi in beli) lahko, preko delovanja termogenina, poveĉata 
porabo energije z zmanjšano sitezo ATP in s sprošĉanjem energije kot toplote. Termogenin 
se nahaja v notranji mitohondrijski membrani in omogoĉa uhajanje protonov v 
mitohondrijski matriks. Stari rjavi adipociti imajo veliko število majhnih lipidnih kapljic 
(ang. LD - lipid droplets; slo – lipidne kapljice), obkroženih z velikim številom 
mitohondrijev. Mašĉobne kisline, ki se sprošĉajo iz LD, aktivirajo termogenin in služijo kot 
vir energije za termogenezo (Cannon in Negeraad, 2004; Collins in sod., 2004). 
 
Lipidne kapljice so znotrajceliĉni organeli, ki so v notranjosti sestavljeni iz lipidnih estrov in 
površinskega fosfolipidnega enosloja. Slednji vsebuje posebne strukturne in funkcionalne 
proteine, kot so perilipini, encimi za sintezo lipidov, lipaze in proteine, ki interagirajo z 
membranami. Obstaja veĉ nasprotujoĉih si teorij o tem, kako LD nastanejo (Walther in 
Farese, 2009). Domneva se, da LD nastanejo v endoplazmeskem retikulumu (Wolins in sod., 
2006). Ker naj bi adipociti vsebovali visoke ravni lipidnih raftov v svojih membranah (Fan 
in sod., 1983), Oren in sod. (2017) domnevajo, da naj bi rekombinantni Oly interagiral z 
plazemsko membrano adipocitov in sprožil funkcionalne spremembe v tej celici. 
 
S potrditvijo regulacijskega uĉinka OlyA na fenotip rjavega adipoznega tkiva, so Oren in 
sod. (2017) pokazali tudi pomemben vpliv na izražanje termogenina. Izražanje termogenina 
v celicah HIB-1B, se je po 72 h tretiranja z OlyA še poveĉalo. Hkrati so Oren in sod. (2017) 
ugotovili znatno poveĉanje izražanej številnih genov celiĉnega dihanja po inkubaciji celic z 
OlyA za 48 h.  
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Rezultati nakazujejo, da OlyA vpliva na celice HIB-1B na ta naĉin, da poveĉa število 
mitohondrijev, ter hkrati uravnava njihovo dihanje s soĉasnim poveĉanjem izražanja veĉ 
genov oksidativne fosforilacije. Rezultati kažejo, da OlyA omogoĉa uĉinkovito 
komunikacijo med LD in mitohondriji. Ta uĉinek lahko spodbuja uĉinkovitejši metabolizem 
lipidov, poveĉa aktivnost transportnega sistema elektronov v mitohondrijih in omogoĉa 
prilagodljivo termogenezo (Oren in sod., 2017). 
 
Raziskave Nimri in sod., (2018) so pokazale, da OlyA po 48 urah delovanja znatno vpliva na 
poveĉanje markerjev za rjavo mašĉobo v celicah 3T3-L1, ki so primarni epididimalni 
mašĉobni adipociti. Ista raziskava je pokazala da OlyA vpliva na biogenezo mitohondrijev. 
Dejansko se je pokazalo da je veĉ mitohondrijev v celicah 3T3-L1, ki so tretirane z rOlyA. 
Rezultati kažejo da OlyA uravnava njihovo dihanje s hkratnim poveĉanjem ekspresije veĉ 
genov oksidativne fosforilacije. 
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3. MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Mikroorganizmi 
 
Pri delu smo uporabili seve, shranjene v zbirki raziskovalne skupine prof. dr. Uroša 
Petroviĉa. V sevu bakterije E. coli DH5α smo namnožili plazmidne vektorje pYES2+OlyA 
in pYES2+NigA2, ki smo jih v nadaljevanju izražali v sevu BY4741 S. cerevisiae. Genotipa 
obeh sevov sta podana v Preglednici 1.  
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih bakterijskih in kvasnih sevov. 
Organizem Genotip Vir 
E. coli DH5α 
F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG 
Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK - mK+), λ– 
Biotehniška fakulteta 
S. cerevisiae 
BY4741 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Institut Jožef Stefan 
 
3.1.2 Začetni oligonukleotidi 
 
Pri magistrski nalogi smo uporabili 5 razliĉnih zaĉetnih oligonukleotidov. Njihova 
nukleotidna zaporedja so podana v Preglednici 2. Zaĉetni oligonukleotid z oznako T7 smo 
uporabili za preverjanje orientacije zaporedij za OlyA in NigA2, ki sta bili predhodno 
vstavljeni v plazmidni vektor pJET1.2. Zaĉetna oligonukleotida EcoRI-OlyA_Fw in NotI-
OlyA_Rv smo uporabili za preoblikovanje zaporedja za OlyA in sicer na tak naĉin, da smo v 
zaĉetna oligonukleotida dodali ustrezni restrikcijski mesti za pomnoževanje zaporedja za 
OlyA (in nadaljnjo vkljuĉitev v plazmidni vektor pYES2), saj je imel v plazmidnem vektorju 
pJET1.2 napaĉno orientacijo. Zaradi istega razloga smo uporabili zaĉetna oligonukleotida 
HindIII-NigA2_Fw in EcoRI-NigA2_ Rv pri pomnoževanju gena za NigA2 iz plazmidnega 
vektorja pJET1.2. 
 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih zaĉetnih oligonukleotidov. 
 
 
 
 
 
Oznaka Zaporedje 5'  3' 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
EcoRI-OlyA_ Fw CGCGAATTCATGGCGTACGCCCAATGG 
NotI-OlyA_Rv CGCGCGGCCGCTTAGTTCCCCTTCTTCAAGGTGTCG 
HindIII-NigA2_Fw 
EcoRI-NigA2_ Rv 
GCGAAGCTTATGGCAGAACGCGCAGAA 
GCGGAATTCTTAACCCGATCCTGACGATTTGCC 
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3.1.3 Plazmidni vektorji 
Pri magistrskem delu smo uporabili tri razliĉne plazmidne vektorje in sicer pJET1.2+OlyA, 
pJET1.2+NigA2 in pYES2. Plazmidne karte vektorjev so podane v Prilogah A, B in C. V 
Preglednici 3 sta poleg omenjenih plazmidnih vektorjev podana še dva, ki smo ju pridobili 
tekom magistrske naloge in sicer pYES2+OlyA in pYES2+NigA2, katerih plazmidne karte 
so podane v Prilogah D in E. Plazmidna vektorja pJET1.2+OlyA in pJET1.2+NigA2 sta 
bila pripravljena predhodno z uporabo plazmidnega vektorja pJET1.2/blunt. Plazmidni 
vektor pJET1.2/blunt je komercialni plazmidni vektor, ki je odprt (lineariziran) na naĉin, da 
je prekinjen smrtonosni gen (Priloga F). Ĉe pride do samo-zapiranja vektorja, se smrtonosni 
gen v celici izrazi, kar vodi v propad celice. Produkt PCR s topim koncem, ki ga vstavimo v 
vektor pJET1.2, prekine zaporedje za smrtonosni gen, ki se nato ne izrazi. Na ta naĉin se 
lahko uĉinkovito namnoži le vektorje z vstavljenimi produkti PCR. Za izražanje proteinov v 
kvasovkah smo uporabili plazmidni vektor pYES2, ki se ga namnoži v bakteriji E. coli in 
izrazi v kvasovki S. cerevisiae. Plazmid pYES2 vsebuje gen URA3 za selekcijo v kvasnih 
celicah in izvor replikacije 2µ za vzdrževanje visokega števila kopij. Za izražanje OlyA in 
NigA2, vstavljenih v vektor pYES2, smo po transformaciji v kvasovko uporabili galaktozo, 
saj sta bila oba gena pod vplivom inducibilnega galaktoznega promotorja GAL1. 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih plazmidov. 
Plazmid Vir 
pJET1.2+OlyA Biotehniška fakulteta 
pJET1.2+NigA2 Biotehniška fakulteta 
pYES2 Biotehniška fakulteta 
pYES2+OlyA Konstruirali sami 
pYES2+NigA2 Konstruirali sami 
 
3.1.4 Antibiotiki 
 
Pri pripravi gojišĉ za selekcijo bakterij E. coli, ki so vsebovale rekombinantne plazmidne 
vektorje, smo kot selekcijski marker uporabili antibiotik ampicilin (Amp). Založna in 
delovna koncentracija ampicilina je podana v Preglednici 4.  
 
Preglednica 5: Založna in delovna koncentracija ampicilina. 
Ime Založna koncentracija Delovna koncentracija 
Amp 100 mg/mL 0,1 mg/mL 
 
3.1.5 Gojišča 
 
Pri magistrskem delu smo za namnoževanje bakterij E. coli uporabili gojišĉi LB in SOB, za 
namnoževanje kvasovk pa gojišĉa YPD, YNB-URA in indukcijsko gojišĉe YNB-URA, 
katerih sestava je podana v Preglednici 5. 
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Preglednica 6: Seznam uporabljenih gojišĉ ter njihova sestava. 
Tekoče gojišče* Sestava 
LB* 10 g/L tripton, 5 g/L kvasni ekstrakt, 10 g/L NaCl, dH2O 
SOB  
20 g/L tripton, 5 g/L kvasni ekstrakt, 8,56 mM NaCl 2,5 mM KCl 10 
mM MgCl2 10 mM MgSO4 
YPD 10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, dH2O do 1 L 
YNB-URA* 
1,7 g/L YNB, 5 g/L amonijev sulfat, 0,77 g/L CSM-URA, 50 mL/L 
40 % glukoza (dodano po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
Indukcijsko YNB-URA gojišĉe 
1,7 g/L YNB, 5 g/L amonijev sulfat, 0,77 g/L CSM-URA, 50 mL/L 
40 % rafinoza (dodano po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
* Za trdno gojišĉe smo dodali še agar v konĉni koncentraciji 15 g/L. 
 
Za selekcijo bakterijskih celic z in brez plazmidov smo uporabili trdo gojišĉe LB, ki smo ga 
pripravili tako, da smo ustrezen volumen Amp dodali v gojišĉe po avtoklaviranju. Gojišĉe 
SOB je bogato gojišĉe, ki smo ga uporabili pri transformaciji bakterij. Gojišĉe YNB-URA 
smo uporabili za selekcijo kvasovk, ki so sprejele rekombinantne plazmidne vektorje.  
 
3.1.6 Encimi 
 
Za pripravo rekombinantnih plazmidnih vektorjev smo uporabili razliĉne encime, ki so 
podani v Preglednici 6. Restrikcijska encima XbaI in XhoI smo uporabili za rezanje 
plazmidnega vektorja pJET1.2, v katerega sta bili predhodno vstavljeni zaporedji za OlyA in 
NigA2. Restrikcijske encime EcoRI, NotI in HindIII smo uporabili po rezanju in ponovni 
reakciji PCR napaĉno obrnjenih zaporedij, ki smo jih nato v pravilni orientaciji lahko 
vstavili v ekspresijski vektor pYES2 (Priloga C). Kontrolno restrikcijo za preverjanje 
ustrezne orientacije zaporedja za OlyA v plazmidnem vektorju pYES2 smo naredili z 
encimoma HindIII in NheI (Priloga D). Za kontrolno restrikcijo plazmidnega vektorja 
pYES2 z vkljuĉkom NigA2 smo uporabili encima BglI in KpnI (Priloga E). Pri vseh 
postopkih ligacije smo uporabljali ligazo T4. Polimerazo Taq smo uporabljali pri 
diagnostiĉni reakciji PCR, medtem ko smo polimerazo Q5 uporabili za pomnoževanje genov 
za vkljuĉitev v ekspresijski vektor pYES2. 
 
Preglednica 7: Seznam uporabljenih encimov 
Ime Proizvajalec 
XbaI Thermo Scientific 
XhoI Thermo Scientific 
EcoRI Thermo Scientific 
NotI Thermo Scientific 
HindIII Thermo Scientific 
BglI Thermo Scientific 
PvuI Thermo Scientific 
Ligaza T4 Thermo Scientific 
Polimeraza Taq Izolirana 
Polimeraza Q5 High-Fidelity NEB 
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3.1.7 Kemikalije 
 
Za izvedbo magistrskega dela smo uporabili kemikalije, ki so podane v Preglednici 7. 
 
Preglednica 8: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Ime Proizvajalec 
agar VWR BDH chemicals 
agaroza Sigma 
CSM-URA Formedium 
DMSO NEB, Thermo Scientific 
DNA lestvica 1 kb Thermo Scientific 
DNA lestvica 100 bp Thermo Scientific 
10 mM dNTP Thermo Scientific 
10-kratni DNA nanašalni pufer Thermo Scientific 
EDTA Carlo Erba, Serva 
etidijev bromid  
glicerol Carlo Erba 
glukoza Fisher Scientific 
kvasni ekstrakt Difco 
LB LLG Labware 
MgCl2 Merck 
MgCl2 25 mM Thermo Scientific 
MQ voda  
natrijev hidroksid Fisher Scientific 
5-kratni pufer za ligacijo  Thermo Scientific 
10-kratni pufer za polimerazo Taq  Thermo Scientific 
5-kratni pufer za polimerazo Q5 NEB 
SOB Roth 
tekoĉi dušik  
tris baza Sigma 
voda brez nukleaz Qiagen 
 
3.1.8 Komercialni kompleti 
 
Za izvedbo magistrskega dela smo uporabili komercialne komplete, podane v Preglednici 8. 
 
Preglednica 9: Seznam uporabljenih komercialnih kompletov. 
Ime Proizvajalec 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific™ 
GeneJET Gel Extraction Kit  Thermo Scientific™ 
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Scientific™ 
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3.1.9 Pufri in raztopine 
 
Za izvedbo magistrskega dela smo pripravili pufre in raztopine, ki so podane v Preglednici 9. 
 
Preglednica 10: Seznam uporabljenih pufrov in raztopin. 
Ime Sestava 
CaCl2 1 M 14,7 g, dH2O do 100 mL 
0,5 M EDTA pH 8 18,612 g EDTA, dH2O do 100 mL 
80 % glicerol  80 mL glicerol, dH2O do 100 mL 
40 % glukoza  40 g glukoza, dH2O do 100 mL 
LB + 30 % glicerol  18, 75 mL 80 % glicerol, 31,25 mL LB 
MgCl2 1 M 9,52 g MgCl2, dH2O do 100 mL 
80 mM MgCl2 20 mM CaCl2 8 mL 1M MgCl2, 2 mL 1M CaCl2, dH2O do 100 mL 
5-kratni TBE  
54 g/L Tris, 27,5 g/L borova kislina, 20 mL 0,5 M 
EDTA pH 8, dH2O do 1 L 
tris 1M pH 7, 12,114 g Tris, dH2O do 100 mL 
10 mM Tris-HCl pH 7, 50 mM CaCl2, 10 % 
glicerol 
1 mL 1M Tris pH 7, 50 mL 1M CaCl2, 12,5 mL 80 % 
glicerol, dH2O do 100 mL 
YPD + glicerol 30 % 18, 75 mL 80 % glicerol, 31,25 mL YPD 
 
3.1.10 Laboratorijska oprema 
 
Pri izvedbi magistrskega dela smo uporabili laboratorijsko opremo, ki je podana v 
Preglednici 10. 
Preglednica 11: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
analitska tehtnica MC 210 P Sartorius 
avtoklav  
centrifuga Rotina 380R in centrifuga Rotanta 460R Hettich Zentrifugen 
centrifuge mini spin plus, 5415 R in 5417C Eppendorf 
elektroforezna banjica  
sistem za slikanje gelov G:BOX Syngene 
hladilnik in skrinja -20 °C Bosch 
hladna in topla soba Smeva 
inkubator in stresalnik Incubator Shaker Series 42 Innova 
kopel Memmert 
laminarij c-macPro-130 Iskra PIO 
ledomat  
magnetno mešalo IKA 
mikrovalovna peĉica Gorenje 
sistem za doloĉanje koncentracije DNA Nanodrop 
2000c in Nanodrop 1000c 
Thermo Scientific 
naprava za PCR Bio-Rad in Omega 
pipete  Eppendorf, Gilson 
skrinja -80 °C Heto Ultra Freeze 
                        se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 11: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
spektrofotometer Shimadzu 
stresalnik Innova 2300 New Brunswick Scientific 
tehtnica Vibra 
transiluminator Biostap 
vibracijski mešalnik vibromix 10 Tehtnica 
vodna kopel Isotemp 215 Isotemp 
 
3.1.11 Steklovina in potrošni material 
 
Pri izvedbi magistrskega dela smo uporabili steklovino in potrošni material, ki je podana v 
Preglednici 11. 
 
Preglednica 12: Seznam uporabljene steklovine in potrošnega materiala. 
Steklovina in potrošni material Proizvajalec 
200 µL 1,5 mL in 2 mL mikrocentrifugirke  
petrijevke Golias 
cepilna zanke Golias 
epruvete  
erlenmajerice (100 mL, 250 mL, 500 mL 750 mL)  
15 mL centrifugirke  
infuzijke (100 mL, 200 mL, 500 mL, 1L)  
elektriĉni grelnik  
gorilnik  
aluminijasta folija  
filtri 0,2 nm  
steklene kroglice Sigma 
papirnate brisaĉke  
 
3.1.12 Računalniški programi 
 
Za izvedbo magistrskega dela smo uporabili raĉunalniške programe, ki so navedeni v 
Preglednici 12. 
 
Preglednica 13: Seznam uporabljenih raĉunalniških programov. 
Računalniški programi Uporaba 
Word pisanje magistrske naloge 
Excel izdelava rastne krivulje 
SnapGene pregled sekvenc 
Benchling priprava zaĉetnih oligonukleotidov 
GeneSnap from SynGene 
Chemi (LFB) - Chemi Sample 
Chimera 
slikanje in urejanje slik gelske elektroforeze 
program za detekcijo z napravo G:BOX 
program za napoved 3D strukture proteinov 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Verižna reakcija s polimerazama Q5 in Taq 
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda pomnoževanja želenega zaporedja DNA s 
pomoĉjo zaĉetnih oligonukleotidov, mešanice dNTP-jev in DNA-polimeraze. Produkt, ki ga 
dobimo, prestavlja mešanico veĉ milijonov kopij matriĉne DNA. Metoda temelji na 
cikliĉnem spreminjanju temperature, pri ĉemer sta ĉas in nastavljena temperatura odvisna od 
temperature tališĉa zaĉetnih oligonukleotidov, ter dolžine matrice, ki jo pomnožujemo. 
Mešanica za reakcijo PCR je prikazana v Preglednici 13. Standardni program PCR je 
sestavljen iz treh korakov. V prvem koraku pride do denaturacije dvoverižne DNA pri 
temperaturi 95 ˚C ali 98 ˚C, kar je odvisno od polimeraze, ki jo uporabljamo. Nato sledi 20 
do 30 ponavljajoĉih se ciklov denaturacije, prileganja zaĉetnih oligonukleotidov ter 
podaljševanja DNA, oziroma dodajanja dNTP-jev na enoverižno matriĉno DNA s pomoĉjo 
polimeraze. Temu sledi še konĉni cikel podaljševanja. Tipiĉen program za pomnoževanja 
molekul DNA z reakcijo PCR je predstavljen v Preglednici 14, pogoji pri katerih smo 
reakcije PCR izvajali, pa so predstavljeni v Preglednici 15. 
 
Preglednica 14: Sestava 50 µL mešanice za verižno reakcijo s polimerazo Q5. 
Reagent Količina 
5x-kratni pufer za polimerazo Q5 10 µL 
1,25 mM dNTP 8 µL 
MQ 26 µL 
10 µM smerni zaĉetni oligonukleotid 2,5 µL 
10 µM protismerni zaĉetni oligonukleotid 2,5 µL 
polimeraza Q5 0,5 µL 
matrica za pomnoževanje 0,5 µL 
 
Preglednica 15: Program za PCR s polimerazo Q5. 
Temperatura Čas Cikli 
98 °C 30 s × 1 
98 °C 10 s  
69 °C 30 s × 30 
72 °C * 13 s **  
72 °C 2 min ×1 
4-10 °C ∞  
   
* Temperaturo prileganja zaĉetnih oligonukleotidov smo izraĉunali s pomoĉjo spletnega raĉunala 
https://tmcalculator.neb.com/#!/main. 
** ĉas podaljševanja smo prilagodili dolžini fragmenta in hitrosti polimeraze (polimeraza Q5 ima hitrost 
približno 2000 baznih parov/min). 
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Preglednica 16: Zaĉetni oligonukleotidi uporabljeni za pomnoževanje s polimerazo Q5 ter pogoji pri katerih 
smo jih uporabili. 
Začetni oligonukleotidi 
T prileganja 
[°C] 
Čas 
podaljševanja [s] 
Velikost 
pomnožkov [bp] 
EcoRI-OlyA_ Fw in NotI-OlyA_Rv 69 13 418 bp 
HindIII-NigA2_Fw in EcoRI-NigA2_Rv 69 15 483 bp 
 
Reakcijo PCR smo uporabili tudi za preverjanje uspešnosti vkljuĉitve željenih fragmentov v 
rekombinantni plazmidni vektor pYES2. Za preverjanje uspešnosti smo uporabili 
polimerazo Taq, za katero smo uporabili celokupno DNA iz posamezne kolonije (pobrane z 
zobotrebcem). Tako vrsto reakcije PCR imenujemo cPCR (ang., colony PCR). V 
Preglednici 16 je prikazana mešanica za reakcijo PCR s polimerazo Taq za cPCR in v 
Preglednici 17 pogoji, ki smo jih uporabljali za cPCR. 
 
Preglednica 17: Sestava 20 µL mešanice za verižno reakcijo s polimerazo Taq. 
Reagent Količina 
10-kratni pufer za polimerazo Taq 2 µL 
1,25 mM dNTP 1,6 µL 
25 mM MgCl2 1,6 µL 
MQ 12,8 µL 
10 µM smerni zaĉetni oligonukleotid 0,4 µL 
10 µM protismerni zaĉetni oligonukleotid 0,4 µL 
polimeraza Taq 0,2 µL 
matrica za pomnoževanje 1 µL 
 
Preglednica 18: Program za PCR s polimerazo Taq. 
Temperatura Čas Cikli 
95 °C 5 min* × 1 
95 °C 30 s  
60 °C ** 30 s × 30 
72 °C 26 s ***  
72 °C 5 min ×1 
4 °C ∞ ×1 
 
*10 min v primeru PCR iz kvasne kolonije. 
** T prileganja zaĉetnih oligonukleotidov smo izraĉunali s pomoĉjo spletnega raĉunala 
https://tmcalculator.neb.com/#!/main. 
*** ĉas podaljševanja je odvisen od dolžine fragmenta in hitrosti delovanja polimeraze (polimeraza Taq deluje 
s hitrostjo približno 1000 baznih parov/min). 
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3.2.2 Restrikcija 
 
Reakcijo restrikcije smo izvajali z encimi Fast Digest (Thermo Scientific). Reakcijo 
restrikcije smo izvajali v dveh primerih in sicer (i) ko smo preverjali uspešnost vkljuĉitve 
fragmenta v plazmidni vektor in (ii) pri sestavljanju plazmidov (razlika je le v koliĉini 
rezanega DNA materiala). V Preglednicah 18 in 19 sta mešanici za kontrolne restrikcije z 
enim oziroma dva encimoma. V Preglednici 20 in 21 sta prikazani mešanici za veliko 
restrikcijo (restrikcija za sestavljanje plazmidov). 
 
Preglednica 19: Restrikcijska mešanica za restrikcijo z enim encimom. 
Reagent Količina 
10-kratni pufer 1 µL 
encim 0,4 µL 
DNA 3 µL 
dH2O 5,6 µL 
 
Preglednica 20: Restrikcijska mešanica za restrikcijo z dvema encimoma. 
 
Reagent Količina 
10-kratni pufer 1 µL 
encim 1 
encim 2 
0,3 µL 
0,3 µL 
DNA 3 µL 
dH2O 5,4 µL 
 
Preglednica 21: Restrikcijska mešanica za restrikcijo z enim encimom. 
Reagent Količina 
10-kratni pufer 5 µL 
encim 3 µL 
DNA 42 µL 
 
Preglednica 22: Restrikcijska mešanica za restrikcijo z dvema encimoma. 
Reagent Količina 
10x pufer 5 µL 
Encim 1 
Encim 2 
2 µL 
2 µL 
DNA 41 µL 
 
Pripravljeno mešanico za malo restrikcijo smo inkubirali 30 min v vodni kopeli pri 37 ˚C, za 
veliko restrikcijo pa 60 min. Po rezanju smo restrikcijsko mešanico, v odvisnosti od 
velikosti izrezanega fragmenta, ali (i) ĉistili pomoĉjo kompleta GeneJET PCR Purification 
Kit™ ali (ii) naložili na gel in potem iz gela izrezali ustrezni fragment ter v nadaljevanju 
ĉistili s pomoĉjo komercialnega kompleta GeneJET Gel Extraction Kit™. 
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3.2.3 Priprava kemijsko kompetentnih celic bakterije Escherichia coli DH5α 
 
V epruveto s 5 mL tekoĉega gojišĉa LB smo nacepili eno kolonijo bakterijskega seva E. coli 
DH5α in celice gojili pri 37 °C preko noĉi s stresanjem pri 180 obratih/min. Naslednji dan 
smo prenesli ustrezen volumen prekonoĉne kulture v 100 mL tekoĉega gojišĉa LB tako, da 
je bil OD600 = 0,1 in gojili do OD600 = 0,4. Kulturo smo nato prenesli v 50 mL centrifugirke 
in jo centrifugirali 10 min pri 2700×g in 4 °C. Supernatant smo odlili in posedle celice 
resuspendirali v 30 mL sterilne hladne raztopine 80 mM MgCl2 in 20 mM CaCl2. Ponovno 
smo centrifugirali ter odlili supernatant. Celice smo resuspendirali v 4 mL sterilne hladne 
raztopine, s sestavo 10 mM Tris-HCl pH 7, 50 mM CaCl2 in 10 % glicerol. Pripravljene 
kompetentne celice smo alikvotirali po 100 µL in jih shranili v skrinji pri -80 °C. 
 
3.2.4 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
 
Izolacijo DNA iz agaroznih gelov smo izvedli s pomoĉjo komercialnega kompleta GeneJET 
Gel Extraction Kit, Thermo Scientific™ ter sledili protokolu proizvajalca. 
 
3.2.5 Čiščenje produktov PCR 
 
Produkte po reakciji PCR smo oĉistili s pomoĉjo komercialnega kompleta GeneJET PCR 
Purification Kit, Thermo Scientific™. 
 
3.2.6 Izolacija plazmidne DNA iz bakterije 
 
Izbrano kolonijo seva z rekombinantnim plazmidom smo nacepili v tekoĉe gojišĉe LB z 
ampicilinom ter kulturo stresali preko noĉi pri 37 °C in 180 obratih/minuto. Naslednji dan 
smo izvedli izolacijo plazmidne DNA s pomoĉjo komercialnega kompleta GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit, Thermo Scientific™ ter sledili protokolu proizvajalca. 
 
3.2.7 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverjali velikost (i) amplikonov po reakciji PCR, (ii) 
plazmidnih vektorjev po njihovi izolacije in (iii) profil restrikcijskih fragmentov. 30 mL 
agaroznega gela smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico zatehtali 0,3 g agaroze ter 
dodali 30 mL 1-kratnega pufra TBE. Agarozo smo raztopili v mikrovalovni peĉici. Med 
raztapljanjem smo erlenmajerico z vsebino veĉkrat premešali. Ko je bila agaroza povsem 
raztopljena, smo dolili dH2O do 30 mL ter tako nadomestili izpareli volumen. V rahlo 
ohlajen agarozni gel smo dodali 1,5 µL etidijevega bromida, vsebino dobro premešali ter jo 
vlili v posodico z glavniĉkom namenjeno pripravi agaroznega gela. Po 20 min, ko se je gel 
strdil, smo mu odstranili glavniĉek, agarozni gel pa smo prenesli v elektroforezno banjico z 
1 x pufrom TBE, kjer smo v jamice naložili ustrezen standard in vzorec. 
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3.2.8 Transformacija Escherichia coli DH5α 
 
Predpripravljene kemijsko kompetentne celice E. coli DH5α, shranjene na -80 °C, smo 
odmrznili na ledu. K 100 μL celic smo dodali 10 µl transformirajoĉe DNA v skupni masi 50 
ng in mešanico inkubirali na ledu še nadaljnjih 20 minut. Celice smo nato za 90 sekund 
izpostavili temperaturi 42 °C ter jih nato 2 minuti inkubirali na ledu. Celicam smo v 
nadaljevanju dodali 500 μL gojišĉa SOB ter vsebino dobro premešali. Sledilo je 45 min 
inkubacije s stresanjem pri 37 °C. Po inkubaciji smo celice pri sobni temperaturi 
centrifugirali 3 min pri 6000×g. Celicam smo odstranili 500 μL supernatanta in jih 
resuspendirali v preostanku gojišĉa. Celice smo nato razmazali na ustrezno selekcijsko 
gojišĉe in plošĉe do naslednjega dne inkubirali pri 37 °C. Naslednji dan smo iz posameznih 
koloniji naredili prekonoĉno kulturo in jo stresali približno 16 h. Iz tako pripravljene kulture 
smo nato izolirali plazmide pomoĉjo komercialnega kompleta GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit. 
 
3.2.9  Sestavljanje plazmida pYES2+OlyA in pYES2+NigA2 
 
Predhodno pripravljena plazmida pJET1.2+OlyA in pJET1.2+NigA2 ter ekspresijski 
plazmidni vektor pYES2 smo transformirali v bakterije E. coli DH5α z namenom, da bi 
pridobili zadostno koliĉino plazmidov. Plazmide smo izolirali s pomoĉjo komercialnega 
kompleta GeneJET Plasmid Miniprep Kit
TM
 (Priloga A in B). Po izolaciji smo izvedli 
veliko restrikcijo (Preglednica 22) z encimoma XbaI in XhoI. Encima sta rezala izven 
vstavljenih zaporedij, s ĉimer smo pridobili ustrezne lepljive konce za ligacijo v ekspresijski 
plazmidni vektor pYES2. Hkrati smo z istim parom encimov rezali vektor pYES2 in ga na ta 
naĉin linearizirali. Restrikcijski mešanici pJET1.2+OlyA in pJET1.2+NigA2 smo naložili na 
gel in s pomoĉjo komercialnega kompleta GeneJET Gel Extraction Kit™ izolirali fragmente 
ustrezne velikosti. Rezan plazmid pYES2 smo ĉistili s pomoĉjo komercialnega kompleta 
GeneJET PCR Purification KitTM. Po ĉišĉenju smo izvedli reakcijo ligacije na naĉin, ki je 
podan v Preglednici 22. Sestava ligacijske mešanice je podana v Preglednici 23. 
 
Preglednica 23: Ligacija pYES2 in gena za OlyA in NigA2. 
Plazmid Insert 
pYES2 rezan z XbaI in XhoI OlyA rezan z XbaI in XhoI 
pYES2 rezan z XbaI in XhoI NigA2 rezan z XbaI in XhoI 
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Preglednica 24: Mešanica za ligacijo. 
 Ligacija (µL) Kontrola (µL) 
dH2O - 11.5 
insert 11.5 - 
plazmid 1.5 1.5 
ligazni pufer 1.5 1.5 
T4 DNA ligaza (Fermentas) 0.5 0.5 
21 ˚C 1.5 h ali 4 ˚C preko-noĉi 
 
Po ligaciji smo rekombinantne plazmidne vektorje transformirali v kemijsko kompetentne 
celice E. coli DH5α po metodi, ki je podana v poglavju 2.2.8 in tako transformirane celice 
razmazali na plošĉe LB Amp. 
 
Pridobljene rekombinantne kolonije smo naslednji dan inokulirali v tekoĉe gojišĉe LB Amp 
in stresali na 37 ˚C pri 180 obr./min preko noĉi. Naslednji dan smo plazmidne vektorje 
izolirali s komercialnim kompletom GeneJET Plasmid Miniprep Kit
TM
. 
 
Ustreznost rekombinantnih plazmidnih vektorjev smo testirali pomoĉjo kontrolne restrikcije 
na naĉin, ki je prikazan v Preglednici 24. 
 
Preglednica 25: Kontrolna restrikcija sestavljenih plazmidov. 
Plazmid Encimi za kontrolno restrikcijo 
pYES2+OlyA HindIII in NheI 
pYES2+NigA2 BglI in KpnI 
 
S kontrolno restrikcijo smo v nadaljevanju ugotovili, da sta zaporedji za oba egerolizina v 
vektorju pYES2 napaĉno obrnjena, kar je izhajalo že iz vektorja pJET1.2. Z namenom 
vzpostavitve pravilne orientacije zaporedij smo naroĉili dodatne 4 zaĉetne oligonukleotide, 
katerih zaporedja so podana v Preglednici 2. Za vzpostavitev pravilne orientacije 
fragmentov za oba egerolizina smo uporabili zaĉetne nukleotide, ki so prikazani v 
Preglednici 25. 
 
Preglednica 26: Reakcija PCR za inverzijo gena. 
Matrica za reakcijo PCR Začetni oligonukleotidi Oznaka fragmenta 
pYES2+OlyA 
EcoRI-OlyA_ Fw in 
NotI-OlyA_Rv 
EcoRI-OlyA-NotI 
pYES2+NigA2 
HindIII-NigA2_Fw in 
EcoRI-NigA2_ Rv 
HindIII-OlyA-EcoRI 
 
Za pomnoževanje nukleotidnih zaporedij za oba egerolizina smo uporabili polimerazo Q5 
(Preglednici 14 in 15). Celotni mešanici smo po reakciji PCR nanesli na agarozni gel in po 
konĉani elektroforezi fragmente ustreznih velikosti izolirali s pomoĉjo komercialnega 
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kompleta GeneJET Gel Extraction Kit™. Koncentracijo ĉiste DNA smo izmerili s pomoĉjo 
aparature Nanodrop. V nadaljevanju je sledila velika restrikcija (Preglednica 21) na naĉin, 
ki je prikazan v Preglednici 26. 
 
Preglednica 27: Restrikcija produktov PCR in plazmida pYES2. 
Matrica za restrikcijo Encimi za rezanje 
EcoRI-OlyA-NotI EcoRI in NotI 
HindIII-OlyA-EcoRI HindIII in EcoRI 
pYES2 EcoRI in NotI 
pYES2 HindIII in EcoRI 
37 ˚C 60 min 
 
Po restrikciji smo pripravili naslednje reakcije ligacije: 
(iii) pYES2, ki je rezan z EcoRI in NotI z rezanim EcoRI-OlyA-NotI in 
(iv) pYES2, ki je rezan z HindIII in EcoRI z rezanim HindIII-OlyA-EcoRI 
 
Za vsako reakcijo ligacije smo imeli tudi kontrolni poskus, v katerega nismo dodali 
fragmentov, kot je prikazano v Preglednici 23. Sestavljene plazmide smo transformirali v 
kemijsko kompetentne celice E. coli DH5α po protokolu, ki je opisan v podpoglavju 2.2.8. 
 
Pridobljene kolonije smo inokulirali v gojišĉe LB Amp in stresali na 37 ˚C in 180 obr./ min 
preko noĉi. V nadaljevanju smo rekombinantne plazmidne vektorje izolirali s pomoĉjo 
komercialnega kompleta GeneJET Plasmid Miniprep Kit
TM
, pomerili koncentracijo ter 
izvedli kontrolno restrikcijo kot je prikazano v Preglednici 27. 
 
Preglednica 28: Kontrolna restrikcija sestavljenih plazmidov. 
Plazmid Encimi za kontrolno restrikcijo 
pYES2+OlyA HindIII in NheI 
pYES2+NigA2 BglI in KpnI 
 
Po kontrolni restrikciji smo pridobili fragmente pravih velikosti, kar je pomenilo, da sta bila 
fragmenta, ki kodirata za egerolizina, vstavljena v plazmidni vektor v pravilni orientaciji. 
Plazmidne mape konĉnih rekombinantnih vektorjev so podane v Prilogah D in E, potek dela 
pa v Prilogah G in H. Sestavljene plazmide smo v nadaljevanju sekvenirali in ugotovili, da 
imata oba gena toĉkovno mutacijo, ki pri vsakem od genov spremeni eno aminokislino. Pri 
OlyA je podĉrtani adenin na mestu 119 v tripletu CAG zamenjan z gvaninom, zaradi ĉesar 
namesto glutamina nastane arginin. Pri NigA2 pa je podĉrtani adenin na mestu 40 v tripletu 
AAC zamenjan z gvaninom, zaradi ĉesar namesto asparagina nastane serin. Navkljub 
toĉkovnim mutacijam smo se odloĉili, da nadaljujemo s tako pripravljenimi plazmidi. 
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3.2.10 Kemijska transformacija kvasovk 
 
Sev BY4741 S. cerevisiae smo gojili preko noĉi pri 30 °C in 180 obr./min v tekoĉem gojišĉu 
YPD. Naslednji dan smo izmerili optiĉno gostoto pri 600 nm in v 12 mL svežega gojišĉa 
YPD dodali ustrezen volumen prekonoĉne kulture, tako da je bila optiĉna gostota pri 600 nm 
0,1. Celice smo nato razrašĉali 2 do 3 generacijske ĉase (3,5 do4,5 h) pri 30 °C in 180 
obr./min. Celice smo v nadaljevanju prenesli v 15 mL centrifugirko in jih pri sobni 
temperaturi in 1750×g centrifugirali 5 min. V nadaljevanju smo odstranili supernatant in 
celice resuspendirali v 6 mL sterilne dH2O. Po ponovnem centrifugiranju pri 30 °C in 180 
obr./min smo odstranili supernatant, posedle celice pa smo s pipeto resuspendirali v 600 μl 
0,1 M litijevega acetata ter mešanico prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirko. Celice smo na 
sobni temperaturi centrifugirali pri 2400×g 1 min. Odstranili smo supernatant ter jih 
resuspendirali v 200 μl 0,1 M litijevega acetata. Centrifugiranje smo ponovili pri enakih 
pogojih kot v prejšnjem koraku. Posedlim celicam smo odstranili supernatant ter jih do 
nadaljnje uporabe hranili na ledu. 
 
Za pripravo ene transformacijske mešanice smo zmešali 240 µl 50 % polietilenglikola 3350, 
36 µl 1M litijevega acetata, 50 µl (2 mg/ml) enoverižne DNA iz sperme lososa, ki smo jo 
predhodno 3 min kuhali v vreli vodi in potem dali na led, rekombinantno DNA (približno 
200 ng plazmidne DNA) in dH2O do skupnega volumna 360 µl. 
 
Transformacijsko mešanico smo premešali z vibracijskim mešalnikom ter jo dodali k 
posedlim celicam, ki smo jih inkubirali na ledu. Celice smo s pipetiranjem previdno 
resuspendirali. Sledili sta inkubaciji 30 min pri 30 °C ter 30 min pri 42 °C. Po inkubaciji 
smo celicam dodali 700 μl dH2O in pri sobni temperaturi centrifugirali 1 min in 2400×g. 
Odstranili smo supernatant ter celice sprali v 700 μl dH2O ter centrifugirali pri enakih 
pogojih kot v prejšnjem koraku. Ponovno smo odstranili supernatant in potem celice 
resuspendirali v 100 µL dH2O in jih razmazali na plošĉo z ustreznim selekcijskim gojišĉem 
(YPD-URA). Celice smo inkubirali 2 do 3 dni pri 30 °C in pridobili rekombinantne kolonije 
BY4741+OlyA in BY4741+NigA2. 
 
3.2.11 Priprava trajnih kultur 
 
Eno kolonijo seva DH5α, ki smo jo želeli shraniti, smo nacepili v 5 mL ustreznega 
selekcijskega gojišĉa LB Amp ter inkubirali preko noĉi. Naslednji dan smo 500 µL kulture 
in 500 µl gojišĉa LB s 30 % glicerolom prenesli v krioviale. Mešanico smo dobro premešali 
in jo zamrznili v tekoĉem dušiku. Krioviale smo shranili v zamrzovalniku pri -80 °C. 
 
3.2.12 Namnoževanje rekombinantnih proteinov 
 
Po transformaciji rekombinantnih plazmidnih vektorjev z zapisom za OlyA in NigA2 v sev 
BY4741 smo po eno kolonijo inokulirali v 15 mL tekoĉega gojišĉa YNB-URA, v katerega 
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smo dodali rafinozo do konĉne koncentracije 2 % (predhodno pripravljena kot 10 % 
raztopina) in gojili preko noĉi pri 30 ˚C in 180 obr./min. Naslednji dan smo iz 15 mL gojišĉa 
YNB-URA + 2 % rafinoza prenesli ustrezen volumen prekonoĉne kulture v 50 mL gojišĉa 
YNB-URA + 2 % rafinoza, da je bila zaĉetna optiĉna gostota v 1 mL gojišĉa pri 600 nm 
enaka 0,1. V nadaljevanju smo rekombinantne kvasovke stresali pri 30 ˚C in 180 obr./min 
ter dodali galaktozo do konĉne koncentracije 2 % (pripravljena kot 20 % raztopina), ko je 
bila optiĉna gostota pri 600 nm enaka 0,4. Galaktoza inducira izražanje genov s 
promotorjem GAL1, ki je navzgor od zaporedij za OlyA in NigA2 (Priloga D in E). Kulturo 
smo v nadaljevanju stresali 3h pri 30 ˚C in 180 obr./min. Po 3 h smo rekombinantne 
kvasovke, ki so domnevno vsebovale rekombinatna egerolizina OlyA in NigA2 
centrifugirali 3 min pri 13000 obr./min in zamrznili na -20 °C. 
 
3.2.13 Izolacija rekombinantnih proteinov 
 
Po domnevni ekspresiji rekombinantnih proteinov je bilo potrebno preveriti, ali so se 
rekombinantni proteini izrazili. Da bi iz celic sprosti rekombinantne proteine, smo uporabili 
protokol za hitro ekstrakcijo proteinov iz S. cerevisiae. Centrifugiranim in zamrznjenim 
celicam iz 2 mL gojišĉa smo dodali 100 µL hladnega pufra za ekstrakcijo (Preglednica 28). 
Mešanico smo segreli na 95 oC ter jo kuhali 5 min ter nato centrifugirali 3 min pri 14000 
obr./min. Supernatant, v katerem so bili proteini smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in 
shranili na -20 
o
C. 
 
Preglednica 29: Sestavine pufra za ekstrakcijo celokupnih proteinov iz celic kvasovk. 
Sestavina Koncentracija 
tris pH 8,0 
amonijev sulfat 
200 mM 
150 mM 
10 % glicerol 
proteazni inhibitorji 
 
Sigma-Aldrich 
 
3.2.14 Točkovni nanos celokupnih proteinov in imunodetekcija rekombinantnih 
 egerolizinov 
 
Uspešnost izražanja rekombinantnih egerolizinov OlyA in NigA2 smo preverjali s 
toĉkovnim nanosom celokupnih proteinov. Pred postopkom toĉkovnega nanosa celokupnih 
proteinov smo poliviliden-difluoridno (PVDF) membrano narezali v velikosti pravokotnikov 
1,5x1,5 cm. Tako pripravljene membrane smo najprej aktivirali tako, da smo jih 20 sekund 
inkubirali v metanolu in jih nato sprali v destilirani vodi. V nadaljevanju smo na tako 
pripravljene membrane nanesli 5 µL celokupnih proteinov in poĉakali, da se vzorec posuši. 
Posušene membrane z nanešenimi vzorci smo prenesli v petrijevko s pufrom TBST z 
dodanim 4% BSA, s katerim blokiramo membrano oziroma prepreĉimo nespecifiĉno 
vezavo. Tako pripravljeno membrano, z nanešenimi vzorci, smo inkubirali ĉez noĉ. 
 
Po blokiranju smo membrane PVDF inkubirali z 5 mL primarnih kunĉjih monoklonskih 
protiteles proti OlyA (1:10000) oz. 5 mL primarnih mišjih poliklonskih protiteles proti 
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NigA2 (1:2000) v pufru TBST z 4 % BSA v (Preglednica 29) z rahlim stresanjem na sobni 
temperaturi 2 h. Potem smo jih trikrat spirali s pufrom TBST. Nato je sledila inkubacija z 10 
mL sekundarnih mišjih anti-kunĉjih protiteles (1:10000) oziroma kozjih anti-mišjih 
protiteles (1:1000), konjugiranih s hrenovo peroksidazo v pufru TBST z 4 % BSA, z rahlim 
stresanjem na sobni temperaturi 2 h. Sledilo je trikratno spiranje s pufrom TBST. 
 
Za detekcijo smo uporabili reagent ECL. Zmešali smo detekcijski raztopini A (luminol) in B 
(peroksid) v razmerju 1:1. Konĉni volumen detekcijskega reagenta je bil 0,1 ml/cm2 PVDF 
membrane. Odlili smo pufer za spiranje. Detekcijski reagent smo nanesli na membrano ter 
pazili, da je bila ta obrnjena s proteini navzgor in popolnoma prekrita z detekcijskim 
reagentom. Inkubirali smo 5 minut na sobni temperaturi. Detekcijo smo izvedli z napravo 
G:BOX, s programom Chemi (LFB) – Chemi Sample. Ekspozicijski ĉas je bil 12 sekund, 
nalaganje slik 100 slik pri 1,24 Mpix. 
 
Preglednica 30: Mešanica pufra TBST. 
Sestavina Koncentracija 
tris 
NaCl 
Tween 20 
10 mM 
150 mM 
0,001 % (v/v) 
Celotna mešanica na pH 7,4 
 
3.2.15 Barvanje lipidnih kapljic z barvilom nilsko rdeče 
 
Za barvanje celic smo pripravili 20-kratno založno raztopino nilsko rdeĉe (2,1 mg/mL) v 
dimetilsulfoksidu (DMSO). Celice smo po 3 h izražanja rekombinantnih proteinov pripravili 
za barvanje. S fosfatnim pufrom smo 1 mL inducirane kulture sprali dvakrat, vmes pa 
centrifugirali 1 min pri 5000 obr./min. Usedlino celic smo nato fiksirali s 100 µL 4 % 
raztopino paraformaldehida v fosfatnem pufru in sicer 20 min pri sobni temperaturi. Po 
fiksaciji smo celice 2-krat sprali s fosfatnim pufrom in jih resuspendirali v 100 µL 
fosfatnega pufra. K 100 µL fiksiranih celic, ki so bile resuspendirane v fosfatnem pufru smo 
dodali 5,3 µL 20-kratne raztopine nilsko rdeĉe in inkubirali 25 min. Po 25 min barvanja smo 
celice dva-krat sprali z vodo in jih resuspendirali v 100 µL vode). 
 
3.2.16 Mikroskopiranje pobarvanih celic 
 
Na objektno stekelce smo dodali 10 µL kulture kvasovk (celice, ki so domnevno izražale 
OlyA, NigA2 in celice, ki so vsebovale prazen plazmid). Mikroskopirali smo z 
mikroskopom Zeiss AxioImager.Z1 pri 630-katni poveĉavi. Pri tem smo uporabljali 
vzbujevalno svetlobo z valovnimi dolžinami od 450 do 490 nm, spremljali pa smo 
fluorescenĉno svetlobo nad 515 nm. 
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4. REZULTATI 
 
4.1 Priprava ekspresijskih plazmidnih vektorjev pYES2+OlyA in pYES2+NigA2 
 
Oba ekspresijska vektorja, pYES2+OlyA in pYES2+NigA2, smo pripravili po korakih, ki so 
prikazani v Prilogi G in H. Shemi sta poenostavljeni in ne prikazujeta vseh korakov, kot so 
izolacija in namnoževanje plazmidne DNA, transformacija v sev E. coli DH5α, 
namnoževanje celic, kontrolna restrikcija, kontrolna reakcija PCR in ĉišĉenje fragmentov iz 
agaroznega gela. Na Sliki 2 so prikazani (a) priĉakovani restrikcijski profil obeh plazmidnih 
vektorjev, pripravljenih v programu Snap Gene, (b) kontrolna restrikcija pYES2+OlyA z 
encimoma HindIII in NheI in (c) kontrolna restrikcija pYES2+NigA2 z encimoma BglI in 
KpnI. Ko smo z kontrolno restrikcijo ugotovili, da smo pripravili ustrezne ekspresijske 
vektorje, smo med veĉ kloni za vsak pripravljen plazmid izbrali po enega in ju poslali na 
sekveniranje. Na sekveniranje smo poslali pYES2+OlyA klon številka 5 in pYES2+NigA2 
klon številka 1. Rezultati sekveniranja so pokazali, da sta nukleotidna zapisa za oba 
egerolizina vsebovala mutaciji in sicer je imel gen za OlyA mutacijo na nukleotidnem mestu 
356, kjer je bil adenin zamenjan z gvaninom, kar na proteinski ravni pomeni, da je bil 
aminokislinski ostanek na mestu 119 glutamin namesto arginina; pri genu za NigA2 pa je 
bila mutacija na nukleotidnem mestu 119 in sicer je bil adenin zamenjan z gvaninom, kar na 
proteinski ravni pomeni, da je bil aminokislinski ostanek na mestu 40 serin namesto 
asparagina. Zaradi stiske s ĉasom smo se odloĉili, da kljub mutacijam z delom nadaljujemo 
in proteina izrazimo.  
 
Slika 2: Pričakovani restrikcijski profil in dejanski restrikcijski profil pripravljenih plazmidov. 
 
a) Shema priĉakovanega restrikcijskega profila pripravljenih ekspresijskih plazmidnih vektorjev, narejena s programom 
Snap Gene; MW – lestvica; 1 – priĉakovani restrikcijski profil pYES2+OlyA z HindIII in NheI (priĉakovane velikosti 3593 
bp, 2518 bp in 142 bp); 2 – priĉakovani restrikcijski profil pYES2+NigA2 z BglI in KpnI (priĉakovane velikosti 4537 bp in 
1759 bp); b) kontrolna restrikcija pYES2+OlyA z HindIII in NheI; za nadaljnje delo smo uporabili le izolat številka 5; c) 
kontrolna restrikcija pYES2+NigA2 z BglI in KpnI; za nadaljnje delo smo uporabili le izolat številka 1.  
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4.2 Prikaz tridimenzionalnih struktur OlyA in OlyA R119Q ter modela struktur NigA2 in 
NigA2 N40S 
 
Ker sta zaporedji genov za egerolizina OlyA in NigA2 vsebovala toĉkovno mutacijo (OlyA 
R119Q in NigA2 N40S), smo v nadaljevanju preverili, kje na strukturi se nahajata mutaciji 
in na podlagi tega predvideti, ali imata mutaciji vpliv na vezavne lastnosti proteinov. Za 
vezavo na membrano je pomembna N-terminalna domena egerolizinov. Mutacija N40S se 
pri NigA2 nahaja stran od domnevnega vezavnega dela površine, na podlagi ĉesar 
predvidevamo, da ne bo imela vpliva na vezavne lastnosti NigA2. Slika 3 prikazuje model 
strukture NigA2 in NigA2 N40S, ki je bila pripravljena z orodjem Swiss Model glede na 
homologijo s egerolizinom PlyA. Slika 3A prikazuje terciarno strukturo NigA2 in NigA2 
N40S, Slika 3B pa prikazuje površino NigA2 in NigA2 N40S. Na obeh modelih sta 
oznaĉena tudi mutirana aminokislinska ostanka ter C- in N-terminalna dela NigA2 in NigA2 
N40S. 
  
 
 
Slika 3: Model strukture NigA2 in NigA2 N40S. 
Slika 3A: terciarna struktura NigA2 in NigA2 N40S; Slika 3B: površina NigA2 in NigA2 N40S. Na obeh 
modelih sta oznaĉena tudi mutirana aminokislinska ostanka ter C- in N-terminalna dela NigA2 in NigA2 N40S. 
 
Endapally in sod., 2019 so zmodelirali vezavo OlyA na membrane obogatene s SM in HOL 
ter ugotovili, kje prihaja do interakcije z lipidi (na Sliki 4 oznaĉeno z rdeĉo pušĉico) ter 
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kateri so kljuĉni aminokislinski ostanki (na Sliki 4 oznaĉeno z modro), pomembni za 
interakcijo s SM. Slika 4 prikazuje model strukture OlyA in OlyA R119Q. Mutacija R119Q 
pri egerolizinu OlyA je bližje vezavnega žepa in bi lahko potencialno vplivala na interakcijo 
z membrano. Za vezavo na membrano je, podobno kot v primeru NigA2, pomembna N-
terminalna domena proteina. Slika 4A prikazuje terciarno strukturo OlyA in OlyA R119Q, 
Slika 4B pa prikazuje površino OlyA in OlyA R119Q. Na obeh modelih sta oznaĉena tudi 
mutirana aminokislinska ostanka ter C- in N-terminalna dela OlyA in OlyA R119Q. 
 
 
Slika 4: Model strukture OlyA in OlyA R119Q 
Slika 4A: terciarna struktura OlyA in OlyA R119Q; Slika 3B: površina OlyA in OlyA R119Q. Na obeh 
modelih sta oznaĉena tudi mutirana aminokislinska ostanka ter C- in N-terminalna dela OlyA in OlyA R119Q. 
 
4.3 Preverjanje prisotnosti proteinov s toĉkovnim nanosom celokupnih proteinov na 
membrano PVDF in imunodetekcijo 
 
Rekombinantna plazmida smo transformirali v sev S. cerevisiae BY4741 in rekombinantne 
proteine namnožili s pomoĉjo indukcije izražanja gena z 2 %-no galaktozo ter nato izolirali 
domnevno namnožene proteine. Z uporabo toĉkovnega nanosa na membrano PVDF nismo 
uspeli dokazati izražanja rekombinantnih egerolizinov OlyA R119Q in NigA2 N40S. 
Rezultati niso prikazani. 
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4.4 Fluorescenĉna mikroskopija transformiranih celic obarvanih z barvilom nilsko 
rdeĉim 
 
Transformirane celice z domnevnimi rekombinantnimi proteini in celice, transformirane s 
praznim plazmidom pYES2 smo kljub temu, da rekombinantnih egerolizinov nismo 
dokazali, barvali z barvilom nilsko rdeĉe in jih analizirali s pomoĉjo fluorescenĉnega 
mikroskopa. Reprezentativne fluorescenĉne slike so prikazane na Sliki 5. Zajemanje 
mikroskopskih slik je potekalo pri ekspozijskem ĉasu 200 ms in 630-kratni poveĉavi. Slika 
5A prikazuje reprezentativno fluorescenĉno sliko S. cerevisiae, ki smo jo transformirali s 
praznim plazmidom in prestavlja našo negativno kontrolo. Na sliki lahko vidimo, da celice 
same po sebi proizvajajo nekaj lipidnih kapljic, a bistveno manj kot celice na Slikah 5B in 
5C. Slika 5B predstavlja reprezentativno fluorescenĉno sliko kvasovke S. cerevisiae, v 
kateri smo izražali egerolizin NigA2 N40S. Ĉe primerjamo jakost fluorescence v z 
negativno kontrolo, je oĉitno, da NigA2 N40S vpliva na kopiĉenje negativnih lipidov v 
obliki lipidnih kapljic. Podobne rezultate smo pridobili tudi v primeru izražanja 
rekombinantenga OlyA R119Q, kar lahko vidimo na Sliki 5C. Oĉitno je, da ta proteina 
vplivata na kopiĉenje nevtralnih lipidov, kjer pride do povišane tvorbe lipidnih kapljic. 
Rezultati nakazujejo, da se v rekombinantnih celicah kvasovk tvori veĉja koliĉina lipidnih 
kapljic, kar pomeni, da oba proteina vplivata na kopiĉenje lipidov v celicah kvasovke.  
 
Slika 5: Reprezentativne fluorescenčne slike 
Slika 5: (A) Celice S. cerevisiae BY4741 pobarvane z nilsko rdeĉe (negativna kontrola); (B) Celice S. 
cerevisiae BY4741, ki vsebujejo rekombinantni protein NigA2, pobarvane z nilsko rdeĉe in (C) Celice S. 
cerevisiae BY4741, ki vsebujejo rekombinantni protein OlyA, pobarvane z nilsko rdeĉe. 
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5. RAZPRAVA 
 
Dolgoletno raziskovanje egerolizionov na Katedri za biokemijo in s druge strani 
raziskovanje S. cerevisiae na Katedri za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov Oddelka za biologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani so nas 
navedli na to da v magistarskem delu poskušamo združiti znanje iz teg dveh podroĉji. 
Konkretno smo poskušali izraziti rekombinantna egerolizina OlyA in NigA2 v kvasovki S. 
cerevisiae BY4741 in preveriti, ali proteina vplivata na poveĉano kopiĉenje nevtralnih 
lipidov v obliki lipidnih kapljic. Pri svojem razmišljanju smo izhajali iz ĉlanka avtorjev Oren 
in sodelavcev (2017), kjer so na celicah HIB-1B rjavega mašĉobnega tkiva pokazali, da 
rekombinantni OlyA povzroĉi kopiĉenje lipidov v rjavih preadipocitih. Namen magistrske 
naloge je bil, da ugotovimo, ali pride do podobnega fenomena tudi pri izražanju 
rekombinantnih egerolizinov v kvasovkah.  
 
Egerolizini so relativno nedavno odkrita skupina proteinov, zelo zanimljiva in še vedno 
premalo raziskana. Njihova znaĉilnost da prepoznajo specifiĉne lipide ali lipidne domene. 
Tipiĉna znaĉilnost egerolizinov je, da se vežejo in prepoznajo specifiĉne lipide, lipidne 
domene ali lipidne mešanice v membranah živih celic in v umetnih lipidnih sistemih. Poleg 
tega je za mnoge egerolizine znaĉilno, da v kombinaciji s proteinskim partnerjem B, ki 
vsebuje domeno MACPF/CDC, delujejo kot biokomponentni citolizni (tvorijo pore), zaradi 
ĉesa so uvršĉeni v skupino porotvornih proteinov 
 
Kvasovke kot modelni organizem smo izbrali iz veĉ razlogov. Prvi je ta da obiĉajno 
kvasovko preuĉujejo že desetletja in je, zaradi evolucijske ohranjenosti osnovnih procesov 
pri evkariontih, primeren modelni organizem. Drugi razlog je to da kvasovke vsebujejo 
veliko lipidov in so zaradi tega zanimivi organizmi za prouĉevanje proteinov, ki se vežejo na 
lipide. Tretji razlog je ta da, ĉeprav se zavedamo da kvasovke ne vsebujejo HOL, SM ali 
CPE, zanimalo nas je ali se egerolizini mogoĉe vežejo tudi na druge lipidne domene, kot jih 
imajo kvasovke.  
 
Prvi korak pri izvedbi magistrskega dela je bila priprava rekombinantnih plazmidov, kjer 
smo imeli nekaj zapletov. Pred zaĉetkom magistrskega dela sta bila pripravljena dva 
plazmida (pJET1.2+OlyA in pJET1.2+NigA2), katera smo uporabili za namnoževanje gena 
in kloniranje v ekspresijski vektor pYES2. 
 
Predhodno sta bila gena za OlyA in NigA2 klonirana v linearni plazmidni vektor 
pJET1.2/blunt, ki ima tope konce, kar pomeni, da se lahko fragment v vektor vkljuĉi v dveh 
razliĉnih orientacijah. Plazmida, ki smo ju dobili že namnožena, smo rezali z encimoma 
XbaI in XhoI. Hkrati smo z istimi encimi rezali tudi plazmid pYES2. Po ĉišĉenju vektorja 
pYES2 in DNA insertov (zapisa za OlyA in NigA2) iz plazmidnega vektorja pJET1.2 smo 
izvedli ligacijo. Z ligacijsko mešanico smo transformirali celice E. coli DH5α in jih 
razmazali na ustrezno selekcijsko gojišĉe. Posamezne kolonije smo v nadaljevanju 
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inokulirali v tekoĉe gojišĉe in stresali preko noĉi. Iz prekonoĉne kulture smo izolirali 
plazmide in naredili kontrolno restrikcijo, ki ni dala priĉakovanih rezultatov. Da bi ugotovili, 
zakaj kontrolna restrikcija ni bila uspešna, smo plazmide poslali na sekveniranje. Pri tem 
smo izbrali komercialni zaĉetni oligonukleotid, ki nalega na promotor T7. Rezultati 
sekveniranja so pokazali, da sta zapisa za oba egerolizina v vektorju pYES2 vstavljena v 
napaĉni orientaciji in da se kot takšna ne bosta izražala. S sekveniranjem smo hkrati 
ugotovili tudi, da imata oba gena toĉkovno mutacijo, ki pri obeh genih spremeni eno 
aminokislino. Pri OlyA je triplet na mestu 356 CAG (glutamin) zamenjan z CGG (arginin), 
pri NigA2 pa je triplet na mestu 119 AAC (asparagin) zamenjan z AGC (serin). S simulacijo 
oblike proteina smo ugotovili, da zamenjani aminokislini predvidoma nista na pozicijah, ki 
bi bile funkcionalno pomembne, kar pomeni, da obstaja velika verjetnost, da se proteina 
zvijeta v pravilni oziroma funkcionalni obliki. Kljub mutacijam in na podalgi simulacije 
oblik proteinov mutacij nismo popravljali in smo tako nadaljevali z mutiranima 
zaporedjema. 
 
S ciljem obraĉanja zaporedij v pravo orientacijo smo naroĉili nove štiri zaĉetne 
oligonukleotide (Preglednica 2). Zaĉetna oligonukleotida za posamezno zaporedje sta bila 
dizajnirana tako, da po reakciji PCR dodata na na 5' koncu gena za OlyA restrikcijsko mesto 
za encim EcoRI in restrikcijsko mesto za encim NotI na 3' koncu. Zaĉetna nukleotida za gen 
za NigA2 dodata na 5' koncu restrikcijsko mesto za encim HindIII in na 3' koncu 
restrikcijsko mesto za encim EcoRI. Na ta naĉin smo po reakciji PCR lahko rezali oba gena 
z ustreznimi encimi in jih vkljuĉili v ekspresijski vektor pYES2, ki smo ga rezali z enakimi 
encimi. Na ta naĉin smo dobili plazmida pYES2+OlyA R119Q in pYES2+NigA2 N40S s 
pravilno obrnjenimi geni.  
 
Ko so bili rekombinantni plazmidi pripravljeni, smo jih transformirali v sev S. cerevisiae 
BY4741 in v nadaljevanju z uporabo galaktoze sprožili produkcijo rekombinantnih 
proteinov, katerih izražanje smo, poskušali dokazati z uporabo toĉkovnega nanosa 
celokupnih proteinov na membrani PVDF in njihovo detekcijo s protitelesi proti NigA2 in 
OlyA. Ĉe bi imeli ĉasa dovolj, bi celokupne proteine najprej loĉili z poliakrilamidno 
elektroforezno v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata, s ĉimer bi lahko preverili, ali se 
proteini izražajo v topni ali netopni obliki, hkrati pa bi lahko preverili, ali imajo 
rekombinantni proteini ustrezne molekulske mase. Toĉkovni nanos celokupnih proteinov in 
imunodetekcija rekombinantnih OlyA R119Q in NigA2 N40S ni bila uspešna. V primeru 
NigA2 nismo dobili pozitivne reakcije niti v primeru pozitivne kontrole, kar najverjetneje 
nakazuje na to, da je bilo nekaj narobe s postopki izolacije celokupnih proteinov, imuno-
oznaĉevanja ali imuno-detekcije. V primeru protitles proti OlyA smo sicer dobili pozitivno 
oznaĉbo v primeru pozitivne kontrole, ampak v naših vzorcih celokupnih proteinov 
rekombinantnega OylA nismo zasledili, kar bi lahko bila posledica prenizke koliĉine 
rekombinantnih proteinov. Ĉe ne bilo zapleta pri oblikovanju vektorjev, bi imeli dovolj ĉasa 
za podrobno analizo izražanja rekombinantnih proteinov. Celokupni volumen izoliranih 
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proteinov bi oborili s triklorocentno kislino in acetonom in tako na membrano PVDF nanesli 
veĉjo koliĉino proteinov. 
 
Celice smo kljub vsemu barvali z barvilom nilsko rdeĉe z namenom, da bi ugotovili, ali 
proteina OlyA R119Q in NigA2 N40S vplivata na kopiĉenje lipidov v celicah in tvorbo 
lipidnih kapljic. Obarvane celice smo slikali s fluorescenĉnim mikroskopom. Rezultati 
nakazujejo na to, da egerolizina vplivata na povišano kopiĉenje nevtralnih lipidov v obliki 
lipidnih kapljic. Ker smo preverjali le prisotnost oziroma jakost signalov, le-teh nismo 
kvantificirali, kar bi lahko naredili z gojenjem celic v mikrotitrski plošĉi, ki bi jih nato 
inkubirali v raztopini nilskega rdeĉe in pomerili fluorescenĉni signal. 
 
Rezultati magistrskega dela nakazujejo na to, da v navadni kvasovki lahko izrazimo 
egerolizina OlyA in NigA2 in da oba vplivata na kopiĉenje nevtralnih lipidov in tvorbo 
lipidnih kapljic. Odkritje bi lahko pomembno prispevalo k procesu proizvodnje bio-dizla. 
Vzporedno se že pripravljata plazmida pYES2 z OlyA in NigA2, ki ne bosta imela toĉkovne 
mutacije, oziroma zamenjanih aminokislin, kar bo mogoĉe še dodatno vplivalo na kopiĉenje 
lipidov. Rekombinantne proteine smo proizvajali brez histidinsekega repka, ki bi omogoĉil 
lažjo izolacijo in lažjo detekcijo rekombinantnih proteinov v samih celicah ali pri 
imunodetekciji proteinov po prenosu proteinov western. Ĉeprav z metodo, uporabljano v 
okviru dela nismo uspeli dokazati izražanja OlyA in NigA2 v kvasovkah, smo nakazali, da 
bi lahko egerolizina OlyA in NigA2 vplivala na poveĉanje nevtralnih lipidov v obliki 
lipidnih kapljic. 
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6. SKLEPI 
 
(i) Uspešno smo pripravili rekombinanta plazmida pYES+OlyA in pYES+NigA2 in 
jih transformirali v kvasovko S. cerevisiae BY4741. 
 
(ii) S primerjavo modela strukture NigA2 in NigA2 N40S smo ugotovili, da se 
mutacija nahaja stran od domnevnega vezavnega dela površine, na podlagi ĉesar 
predvidevamo, da nima vpliva na vezavne lastnosti NigA2. 
 
(iii) Enako kot pri NigA2 N40S, se mutacija pri OlyA (OlyA R119Q) nahaja stran od 
vezavnega dela površine, kar pomeni da najverjetneje nima vpliva na vezavne 
lastnosti OlyA. 
 
(iv) Z uporabo toĉkovnega nanosa na membrano PVDF nismo uspeli dokazati 
izražanja rekombinantnih egerolizinov OlyA R119Q in NigA2 N40S. 
 
(v) Proteina vplivata na poveĉano kopiĉenje nevtralnih lipidov v obliki lipidnih 
kapljic, kar smo pokazali smo barvilom z nilsko rdeĉe. 
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7. POVZETEK 
 
Proteini egerolizini so znaĉilni predvsem za bakterije in glive, najdemo pa jih tudi pri 
nekaterih rastlinah in virusih. Imajo razliĉne biološke vloge, kot so obramba in napad, razvoj 
organizma in celiĉna adhezija ter signalizacija. Tipiĉna znaĉilnost egerolizinov je, da se 
vežejo in prepoznajo specifiĉne lipide, lipidne domene ali lipidne mešanice v membranah 
živih celic in v umetnih lipidnih sistemih. Poleg tega je za mnoge egerolizine znaĉilno, da v 
kombinaciji s proteinskim partnerjem B, ki vsebuje domeno MACPF/CDC tvorijo pore v 
membranah. Oren in sodelovci (2017) so z raziskavo na celicah HIB-1B rjavega 
mašĉobnega tkiva pokazali, da rekombinantni OlyA povzroĉi kopiĉenje lipidov v rjavih 
preadipocitih. Namen magistrske naloge je bil ugotoviti ali pride do podobnega uĉinka tudi 
pri obiĉajni kvasovki Saccharomyces cerevisiae, ki je pomemben evkariontski modelni 
organizem. 
 
Za namnoževanje gena za OlyA in NigA2 smo uporabili že pripravljene plazmide 
pJET1.2+OlyA in pJET1.2+NigA2. Z metodami restrikcije, ligacije in transformacije, smo 
gena za oba egerolizina vstavili v dualni plazmid pYES2 in dobili konstrukta pYES2+OlyA 
in pYES2+NigA2. S sekveniranjem smo ugotovili da imata oba gena toĉkovno mutacijo, ki 
pri obeh genih spremeni eno aminokislino. S primerjavo z modeli proteinov OlyA in NigA2 
smo ugotovili, da se obe mutaciji nahajata stran od domnevnega vezavnega dela površine, na 
podlagi ĉesar predvidevamo, da mutaciji nimata vpliva na vezavne lastnosti proteina OlyA 
in NigA2. 
 
Plazmid pYES2 vsebuje inducibilen promotor GAL1, kar smo po transformaciji konstrukta 
v sev BY4741 S. cerevisiae izkoristili za izražanje obeh egerolizinov. Kljub temu, da 
rekombinantnih egerolizinov nismo uspeli dokazati, smo celice barvali z barvilom nilsko 
rdeĉe in jih analizirali s pomoĉjo fluorescenĉnega mikroskopa. S primerjamo jakosti 
fluorescence rekombinantnih sevov, v primerjavi z negativno kontrolo, je oĉitno, da gena 
vplivata na kopiĉenje negativnih lipidov v obliki lipidnih kapljic in da se tudi izražata. 
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Priloga B: Mapa plazmidnega vektorja pJET1.2+NigA2. 
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Priloga C: Mapa plazmidnega vektorja pYES2. 
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Priloga D: Plazmidni vektor pYES2 z genom za OlyA. 
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Priloga E: Plazmidni vektor pYES2 z genom za NigA2. 
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Priloga F: Mapa plazmidnega vektorja pJET1.2/blunt. 
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Priloga G: Shema potek dela za sestavljanje plazmida pYES2+OlyA. 
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Priloga H: Shema potek dela za sestavljanje plazmida pYES2+NigA2. 
 
 
 
